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OZET
1993°te Isvigre Cenevre’de yapilan Diinya Saglik Orgiitii (WHO) toplantisinda uykusuzluk
teriminin; yeterli uyku elde edilemeyen, kronik uyku yetersizligi iceren sikayetler i¢in toplu
olarak kullanilmas1 uygun goriilmistiir. Genel olarak uykusuzluk ii¢ grup altinda toplanir:
uykuya dalmada ¢ekilen zorluklar, sik sik uykudan uyanma, sabah erken uyanip tekrar uykuya
dalamama. Zolpidem, uykusuzluk tedavisinde kullanilan bir maddedir. Zopiklon ve zaleplon
ile Z-ilaglar1 adi1 altinda gruplandirilmistir. Bu maddeler benzodiazepin yapisinda olmayan,
imidazopiridin tiirevleridir. Fakat benzodiazepinlerin etki mekanizmalar1 ile benzerlik
gostermelerine ragmen kimyasal yapilar1 geregi onlar gibi ertesi giin yan etkileri olmadiklari

i¢in sikca tercih edilirler.

Yukarida belirtilen ozellikleri nedeniyle uykusuzluk tedavisinde yaygin kullanimi olan
zolpidemin; yar1 6mriiniin kisa olmasi nedeniyle etkisini kisa siirede gdstermesi, iceceklere
karistirildiginda igecegin tadinda ve renginde bir fark yaratmamasi (yiiksek dozlar disinda) bu
maddenin su¢a karigsmasini kaginilmaz kilmistir. Cinsel saldiri, gasp, hayata kast etme gibi
nedenlerle ikinci kisiler tarafindan suga alet edilmesinin yani sira; intihar vakalarinda ya da
yanlis kullanim sonucu doz asimi yiiziinden dliimlerde rol aldigi da bildirilmistir. Tiim bu
nedenlerden dolay: adli bilimlerde 6nemli yeri olan zolpidemin birgok tayin yontemi vardir.
Bu c¢alismada en hassas tayin yontemlerinden biri olan gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile hizli ve ucuz bir yontem valide edilmis olup; yontemin akut
zehirlenme ve postmortem adli vakalarda biyolojik ornekten ve icecek-yiyeceklerden
tayininde Adli Toksikoloji Laboratuarlarinin  rutin  hizmetlerine katki  saglamasi

hedeflenmistir.



Calismada; zolpidemin dogrusal araligi 10-200 pg/mL, korelasyon katsayist R*= 0.9972
bulundu. Segicilik i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda, herhangi bir girisim gézlenmedi. LOD

ve LOQ degerleri sirasiyla 0.28 pg/mL ve 0.35 pug/mL’dir.

Geri kazanim ylizdesi 15 pg/mL konsantrasyonda %93.5+£9.73, 20 pug/mL konsantrasyonda
%093.40+8.32, 50 pg/mL konsantrasyonda %94.41+9.84 olarak bulundu. Tekrarlanabilirlik
icin 3 ayrn1 konsantrasyonda c¢alisilan geri kazanim numunelerinden; 15 pg/mL
konsantrasyonundaki 6 adet ornegin ortalamasi 14.03+1.46 pg/mL, bagil standart sapma
degeri 10.41, 20 pg/mL konsantrasyonundaki 6 adet ornegin ortalamasi 18.68+1.66 pg/mL,
bagil standart sapma degeri 8.91, 50 pg/mL konsantrasyonundaki 6 adet 6rnegin ortalamasi
47.21+4.92 pg/mL, bagil standart sapma degeri 10.42 olarak tespit edildi. Stabilite ¢alismasi

icin 7 giin ara ile analiz edilen 6rneklerdeki degisim oraninin %0.017 oldugu saptandi.

Adli bilimler agisindan bir¢ok konuda 6nemi olan zolpidem etken maddesinin GC-MS sistemi
ile tayini i¢in hizli, ucuz, gegerliligi kanitlanmis bir analiz yontemi gelistirildi. Y6ntemin rutin
adli ve Klinik analizlerde ve vyiyecek-icecekten zolpidem tayninde kullanilmasi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Zolpidem; Cinsel sug; Gaz kromatografi-kiitle spektrometri; Adli

Bilimler; Adli toksikoloji; Z-ilaglari
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SUMMARY
In 1993, the World Health Organization (WHQO) meeting held in Geneva, Switzerland; It was
found appropriate to use it as a collective for complaints with chronic sleep insufficiency.
Generally, insomnia is grouped into three groups: the difficulties of falling asleep, often
waking up from sleep, waking up early in the morning and not being able to fall asleep again.
Zolpidem is a substance used in the treatment of insomnia. Zolpidem, Zopiclone and
zaleplone are grouped under the name Z-drugs. These agents are imidazopyridine derivatives
which are not benzodiazepine. However, although benzodiazepines have similarity to their
mechanism of action, they are frequently preferred because they do not have the next day side

effects due to their chemical structure.

Zolpidemin, which is widely used in the treatment of insomnia due to the above mentioned
properties; because of its short half-life, the effect of this substance in a short period of time,
the fact that it does not make a difference in the taste and color of the beverage when mixed
with beverages (except in high doses) makes this substance inevitable. Such as; sexual assault,
extortion, life-like reasons the tool to be committed by the second person; It has also been
reported involving in deaths due to overdose as a result of misuse or suicide cases. For all
these reasons, zolpidem has an important role in forensic sciences. In this study, a quick and
inexpensive method with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) is partially
validated. The aim of the method is to contribute to the routine  analyses  of  Forensic
Toxicology Laboratories in the cases of acute poisoning, postmortem specimens or

determination of the substance from food/beverages.

In this study; the linear range of zolpidem was 10-200 ug /mL, the correlation coefficient was
R? = 0.9972. As a result of studies for selectivity, no interference was observed. The LOD and

LOQ values were 0.28 pg / mL and 0.35 pg /mL, respectively.
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The recovery percentage was %93.5 + 9.73 at the concentration of 15 pg /mL, %93.40 + 8.32
at the concentration of 20 pg /mL and %94.41 + 9.84 at the concentration of 50 pug /mL. For
the reproducibility, 3 different recovery concentrations were studied. The mean of 6 samples
at a concentration of 15 pg/mL was 14.03 £+ 1.46 ug/mL, the relative standard deviation rate
was 10.41, the mean of 6 samples at a concentration of 20 pg/mL was 18.68 = 1.66 pg/mL,
and the relative standard deviation rate was 8.91, at the concentration of 50 pg/mL. The mean
age of the sample was 47.21 + 4.92 ug/mL and the relative standard deviation rate was 10.42.
For the stability study, the rate of change in the samples analyzed at 7 days intervals was

found to be 0.017%.

A fast, inexpensive, validated method has been developed for the determination of zolpidem
active substance with GC-MS system in forensic sciences. The method is expected to be used
in routine forensic and clinical analyzes and for the determination of zolpidem from

food/beverage.

Key Words: Zolpidem; Sexual crime; Gas chromatography-mass spectrometry; Forensic

Sciences; Forensic toxicology; Z-drugs



1.GIRIS VE AMAC

Adli bilimler dogas1 geregi multidisipliner bir bilim dalidir. Amaci, su¢ unsuru bulunan adli
nitelikteki olaylarda; eldeki bulgu ve sonuglar1 degerlendirip; sugu aydinlatacak bi¢imde
hukukun yararlanacagi delil haline getirmektir. Adli bilimler alanindaki bilim dallari,
birbirleriyle i¢ ice gecmis ve ¢ogu kez bunlari kesin sinirlar ile ayirmak miimkiin olmayabilir.
Adli patoloji, adli biyoloji, adli mikrobiyoloji, adli osteoloji, adli dis hekimligi, kriminalistik
bunlardan bazilaridir. Zehirlerin yapilarinin, islevlerinin; kasitli ya da kasitsiz zehirlenme
olgularinin aydinlatilmas1 amaciyla incelenip, degerlendirildigi bir bilim dali olan adli
toksikoloji de adli bilimlerin en 6nemli alt birimlerindendir. Zehirlenmelerde kisilerden alinan
-postmortem olgular da dahil- kil, tiikiiriik, kan, idrar, i¢ organ pargalari, viicut sivilar gibi
materyaller toplanip incelenir. Bunun yani sira alinan gidalarda toksik madde varligi ya da
yoklugunun tayini, kullanilan maddenin tiirli, belirlenen miktarin 6liime yol agip agmadigi,
maddenin hangi yolla alindigi, genel olarak bir maddenin toksisitesi ve farmakolojik yapisi
gibi konular incelenir. Bu incelemeler; 6liim zamani tayini, olaym kasith ya da kasitsiz m1
oldugu, maddenin viicuda alinma siiresi ve etkileri, birden ¢ok madde varliginda bunlarin

birbirleriyle ve biyolojik materyallerle olan iliskileri gibi sorular1 aydinlatir.

Kriminal nedenlerle bir kiginin davranigini degistirmek i¢in kimyasal maddelerin kullaniimasi
yeni degildir. Bu sekilde suca karisma sebebiyle, kisiye karsi islenen suglarin {izeri ¢ogu
zaman Ortili kalmaktadir. Adli toksikolojide de igecek ve yiyeceklere psikoaktif maddeler
karistirilmas1 sik¢a rastlanan bir sorundur. Bu maddeler uyusturucular ile beraber
kolaylastirilmis cinsel saldir1 ya da soygun durumunda uyusukluk gibi etkiler elde etmek icin
bir araya getirilir. Bunlarin yani sira bu tiir maddeler, kasith ya da kasitsiz zehirlenme

durumlarina sebep olarak adli toksikolojinin ¢alisma alanina girerler.



Amerika’da 1993’te Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanarak Ambien
adiyla (1), Avrupa’da 1986’dan bu yana Stilnox adiyla (2), uykusuzluk tedavisinde en ¢ok
regetelendirilen ilag etken maddelerinden olan zolpidem de bu amaglar igin kullanilan
nonbenzodiazepin tiirevi, uyusturucu-uyarict sinifindan bir maddedir. ikinci kisiler tarafindan
iceceklere karigtirildiginda fiziksel ve tat olarak bir degisiklik yapmamasi, hedef secilen kisi
tarafindan fark edilmesini gii¢lestirir (3). Bunun yani sira viicuda alindiktan sonra iki saat
icinde %70’¢ kadar metabolize olmasi1 (4) tayinini zorlastiran &zelliklerindendir. Kasithi-
kasitsiz zehirlenmelerde 6zellikle bagka ilag¢ ya da alkol ile beraber aliminda koma ve 6liime
varan etkileri olmasi zolpidemi, adli bilimler agisindan dikkate alinmasi gerektiren bir madde

haline getirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, adli bilimler agisindan 6nemi belirtilen zolpidemin tayini igin kolay,
pratik ve yiiksek hassasiyette sonug verecek bir yontem gelistirilmesi, maddenin idrara katim1

(spike) ile yontemin gegerlilik ¢caligmalarinin yapilmasi amaglanmuistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Zolpidem

Zolpidem, piyasada 5 ve 10 mg’lik dozlarda tartarat tuzu olarak regeteli ilag halinde bulunur
(1). 1986’dan bu yana Avrupa’da Stilnox adiyla uykusuzluk tedavisi i¢in kullanilirken
1993’te Ambien adiyla FDA tarafindan onaylanmistir (2,5). Adormix, Ambien, Ambien CR,
Edluar, Damixan, Hypnogen, lvedal, Lioran, Myslee, Nytamel, Sanval, Somidem, Stilnoct,
Stilnox, Stilnox CR, Sucedal, Zoldem, Zolnod, and Zolpihexal gibi gesitli tescil isimleri ile
piyasada bulunur (6). FDA ilag listesine gore kontrollii icerik ve kisa donem uykusuzluk

tedavisinde kullanilan 4. ila¢ sinifindadir (7).

Ulkemizde heniiz zolpidem igerikli ilaglar bulunmamasina karsilik, 17 Ocak 2007 tarihli,
26406 sayili resmi gazetede yaymlanan Dis Ticarette Standardizasyon Tebligi, Teblig No:

2007/20’de Ek I’de 6zel izin alinmas1 gereken maddeler sinifina dahil edilmistir (8).
2.1.1.Zolpidemin kimyasal 6zellikleri

Zolpidemin kimyasal formiili CigH,1N3O (Sekil 1) olup, molekiiler agirligi 307.397
g/mol’diir. Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi N,N,6-Trimetil-2-
(4-metilfenil)-imidazo[1,2-a]piridin-3-asetamit olarak bilinir. Piyasadaki ilag formlarinda
Ca2H4sNgOg formiilii ile zolpidem hemitartarat tuzu seklinde bulunur (Sekil 2). Bilinen
benzodiazepin, barbitiirat ya da diger kimyasal maddelerden farkli bir kimyasal yapis1 olan
uyusturucu-uyarict sinifindan, imidazopridin tiirevi bir maddedir. imizadopiridin cekirdegi
icinde N,N-dimetilasetamit yan zinciri ile iligkili 3 azot atomuna sahiptir. Zolpidem, kimyasal

olarak piridin sinifinda bulunur (9).



N

N..—-—‘-

/

0
SN SN N/
1;"‘1“”/_/{\:;\_

Sekil 1. Zolpidemin kimyasal formiil yapis1 (9)
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Sekil 2. Zolpidem hemitartaratin kimyasal formiil yapisi (9)



Zolpidem metanolde yiiksek ¢oziiniirliilk gosterirken suda ¢oziilmez. Bunun yani sira
zolpidem tartarat suda 20°C’de 23g/L oraninda ¢dziiniir. Goriiniimii beyazimsi olup, Kristal
toz seklindedir ve higroskopik bir yapidadir (6). Erime derecesi 196°C ve pKa’s1 6.2 ‘dir.
Hava gecirmez, korunakli bir kapta normal sartlar altinda kararli olduguna dair bilgiler

mevcuttur (10).

2.1.2.Zolpidemin etki mekanizmalar: ve farmakokinetik ozellikleri

Uykusuzluk; WHO tarafindan yeterli uyku elde edilemeyen, kronik uyku yetersizligi iceren
sikayetler igin toplu olarak kullanilir. Daha ayrintili olarak; uykuya dalma ya da uykuyu
stirdiirme zorlugu cekme, ertesi giin dinlenememis uyanma da uykusuzluk tanimi iginde
degerlendirilir. Yetigkinlerin %33-50’sinde uykuya dalma ya da derin uykuda uzun siire
kalamama olarak kendini gésteren uykusuzluk problemi; yaklasik %10-20’sinde kronik olarak
seyreder. Bu durum giinliik yasam Kkalitesini disiiriir. Kronik uykusuzluk uzun sireli
psikolojik ve fiziksel rahatsizliklardan dogar. Fakat %20-25 oranla sebep sadece merkezi sinir
sistemi (MSS) bozukluklart olabilir (11). Kronik uykusuzluk tedavisi i¢in ¢agdas bir
psikoterapi sekli olan biligsel davranigc1 terapi Onerilirken, kisa siireli tedavi igin
benzodiazepin benzeri ilaglar kullanilir. Uykusuzluk tedavisinde terapdtik dozda alinan
benzodiazepin benzeri hipnotik ilaglar ile barbitiiratlar; ertesi giin yan etkilerinin fazla
olmasi, psikomotor performanslart iizerine etkileri, yoksunluk etkisi, giindiiz sedasyonlart,
davranmis verimliliginde diistis ve ileriye doniik unutkanlik olusumu gibi dezavantajlar
olusturur. Bu yan etki kalintilar1 yasgh bireylerde ya da kronik agrisi olanlarda daha yogun
bicimde gozlenebilir (12). Uykusuzluk tedavisinde diger ilaglara alternatif olarak kullanilan,
etkileri benzodiazepinlerle benzerlik gosteren zolpidem, zopiklon ve zaleplon hep beraber Z-
ilaclar1 olarak adlandirilirlar. Bunlarin arasindan zolpidem, minimum ertesi giin yan etkileri

sebebiyle en ¢ok tercih edilendir (3).



Zolpidem; non-benzodiazepin yapisinda, imidazopiridin tiirevi, hipnotik (yatistirici-
uyusturucu sinifindan) bir maddedir. Uykusuzluk tedavisinin yani sira antikonviilsan,
anksiyolitik ve mindr kas gevsetici 6zellikleri de bulunur (13). Benzodiazepinlerden kimyasal
yapist ve farmakolojik profili ile ayrilir. Zolpidem viicuda alindiktan sonra gastrointestinal
sistemden hizla absorbe edilir. Etkisini MSS iizerinden gama aminobiitirik asit (GABA)-A

agonist reseptorii olarak gosterir (9).

Sinir sistemi; canlilarin viicut i¢i veya dis1 olaylari, gevrelerini anlamalarina sebep olan, veriyi
elde edip bunu isleyen ve belirli bir cevap halinde ilgili bolgeye gonderen (hiicreler agi
sayesinde sinyaller ile), bunun ile beraber tiim metabolizma aktivitelerini diizenleyen bir
sistemdir. Sinir dokusu anatomik olarak ikiye ayrilir: viicudun her noktasindan alinan bilgileri
merkeze tasiyan ve merkezden gelen ¢iktilari ilgili viicut birimine gotiirmekle gorevli ¢evresel
(periferik) sinir sistemi, beyin ve omurilikten (spinal kord) olusan merkezi sinir sistemi (14).

Sinir sisteminde baslica iki tiir hiicre bulunur:

= Glia hiicreleri:

Sekil 3’te gosterilen, sinir sisteminde en ¢ok bulunan hiicre tiiriidiir. Gorevleri, néron gévde
veya aksonlar1 arasinda yerlesip destek gorevi gormektir. Ependimal hiicreler; bosluklarin ve
merkezi kanalin ¢evresini oOrterler ve beyin-omurilik sivist salgilarlar. Mikroglia hiicreleri;
fagositoz yapan o6zellesmis makrofajlardir. Ozellikle hiicre &liimiinden sonra kalan atiklari
temizlerler. Astrosit hiicreler; baglantilar1 ile kan-beyin bariyerini olustururlar, toksik
maddelerin kandan beyine ge¢mesine engel olurlar. Beyin gelisimi sirasindan hiicrelere
rehberlik ederler. Biiyiime faktorleri salgilayarak, noronlarin gelismesine sebep olurlar.
Norotransmitterleri bulunduklart ortamdan uzaklastirirlar. Oligodendrosit hiicreler, Sinirsel

iletimin hizli sekilde saglanmasi icin akson iizerinde miyelin kilif olusturur. Merkezi sinir



sisteminde beyin ve omurilikte bulunur. Schwann hiicreleri; gevresel sinir sisteminde miyelin

kilifin1 olusturur (15).

Mikroglia

NORON

Astrosit

Oligodentrosit =— Kan kilcaly

| Ependimal
hicreler

Myelinli akson

Myelin kilif —

Sekil 3. Glia hiicreleri (16)

= Noronlar:

Sekil 4’te gosterilen noronlar, islevsel olarak sinir sisteminin temel hiicreleridir. Yapisal
bakimdan viicudun diger hiicreler ile benzerlik géstermesine ragmen, bazi ozellikleri ile
ozellesmis hiicrelerdir. Dendrit; dallanmis liflerden olusup, komsu nérondan gelen sinyalleri
karsilamaktan sorumludur. Soma; hiicrenin govde kismini olusturup, hiicre ¢ekirdegi ve
sitoplazmay1 igerir. Noronlar boliinemedigi i¢in bu kisim sentrozom organeli tasimaz. Akson;
sinirsel iletimin diger hiicrelere aktarilmasini saglayan, miyelin kilifla kapli uzun kisimdir.
Akson terminali; aksonun son kismi olup, iginde barindirdigi nérotransmitter keselerini
sinaptik bosluga salar ve diger hiicrelere bilgi aktarimi yapar. Miyelin kilif; bogum (ranvier
bogumlari) seklinde olusan, aksonlar1 ¢evreleyip sinirsel iletimin daha hizli olmasini saglayan

yapidir. Yeteri kadar biiyiik olan uyarilar, dentritlerde toplandiktan sonra hiicre gévdesinde



aksiyon potansiyeli olugsmasina sebep olabilir. Olusan bu potansiyel akson boyunca ilerleyip,

akson terminaline gelir ve sinirsel bilgi diger hiicreye aktarilmis olur (17).

Hiicre gavdesi

Dendrit (ekirdek

Ranvier bodumu
Miyelin kilif Akson ucu

'| Schwann hiicresi \
‘ {

Akson

Sinir hiicresinin yapisi

Sekil 4. Noron yapisi (18)

Sinir hiicreleri elektriksel yolla uyarilmalarina ragmen bu uyariyr bir diger sinir hiicresine
elektriksel yolla degil, salgiladiklar1 kimyasal madde ile iletirler. Sinir dokusu igerisinde
bulunan néron hiicreleri tarafindan; presnaptik membrandan sinaps araligina salinarak post
sinaptik membranda bir reseptore baglanip burada aksiyon potansyeli olusturarak uyariy1
ileten kimyasallar olan norotransmitterler salgilanir. Iki sinir hiicresi arasindaki kavsaga
sinaps ad1 verilir. Norotransmitterler bu araliga salgilanir (Sekil 5). Norotransmitter salgilayan
norona presinaptik membran (sinaps Oncesi), norotransmitterden etkilenen noérona post
sinaptik membran (sinaps sonrasi) denir (15). Norotransmitterler genel olarak iki gruba
ayrilir; eksitator norotransmitterler membran depolarizasyonuna sebep olurken, inhibit6r

norotransmitterler membrandaki kanallar araciligi ile reseptore baglanarak konformasyonel



degisiklik yapip kanallar1 acar ve klor gibi anyonlar igeri girerek hiperpolarizasyona sebep

olur (14).
Presinaptik Postsinaptik
(sinyali gonderen) néron ’ ., (hedef)
Sinaptik P
yarik
Norotransmitter r—é——\
tasiyici kanali Reseptor

Norotransmitter
(sinyal)

Sinaptik vezikul

(kesecik)
Voltaj degisimi Hedef
lle acilip kapanan noronun
kalsiyum kanali hicre iskeleti

Sekil 5. Norotransmitter iletimi (19)

GABA, duyusal sinir sonlanmalarindan serbestlenen ve sinapsis iizerinden nérondan nérona
gecen sinir uyaricist gibi gorev yapan inhibitér bir nérotransmitterdir. Reseptorleri
filtrelemeden ve beyne giden duyusal sinyalleri diisiirmekten sorumludur. Bir Kkere
serbestlendikten sonra, sinaptik sinir sonundaki hiicre zarinda tutunur. Sinaptik sinir
sonundaki zar, Klorit iyonlarina kars1 gegirgen hale gelir ve boylece siniri stabilize eder ve
merkezi sinir sistemini baskilar (9). Beyin dokusunda sedatif ve depresif etkileri diizenler,
gevseme ve rahatlama etkilerinin yani sira bazi epileptik hastaliklarda da etkili oldugu
diistiniilmektedir (20,21). GABA eksikliginde; epilepsi, uykusuzluk, anksiyete gozlenebilir.
Zolpidemin aktif bileseni imidazopiridin halkasi uykuyu indiikleyici madde gorevi yapip,
GABA-A reseptor kompleksinin benzodiazepin baglayici kismi ile etkilesime girer ve

GABA-A agonist reseptorii olarak adlandirilir. GABA-A reseptorii ayn1 zamanda GABA-
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benzodiazepin (GABA-BZ) olarak da adlandirilir. Zolpidemin bu reseptdre baglanmasi
nedeniyle uyusturucu-uyarict  sinifindaki  maddelerin ~ 6zelliklerine  sahip  oldugu
diistiniilmektedir. Boylece kimyasal yapi olarak benzodiazepinler ile benzerlik gostermeyen
zolpidemin, farmakolojik agidan benzerlikler gosterdigi goriilmektedir. Benzodiazepinlerden
farkli olarak farmakodinamik etkisi sayesinde kisa siirede uykuyu baslatir. Bu, zolpidemin
inaktif ve nispeten polar, kolay atilabilen metabolitlere doniismesinden kaynaklidir. Buna
karsin benzodiazepinler genellikle farmakolojik olarak aktif igerikli, tam olarak nonpolar
metabolitlere doniisiirler. GABA-A 3 alt birimden olusur; omega-1 serebellumda, omega-2 ve
omega-3 omurilik ve periferal dokularda etkilidir. Omega-1 sedasyon, omega-2 ve omega-3
kas gevsetici, antikonviilsan ve epileptik ila¢ etki kisimlaridir. Bunlarin etkinlik spektrumu,
kullanilan ilag grubuna gore degisir. Benzodiazepinler 3 omega grubuna baglanirken,
zolpidem sadece omega-1’c baglanarak bu reseptor miktarini yiikselterek derin uykunun
olusmasi ve korunmasina yol agar (Sekil 6). Bu nedenle uykusuzluk tedavisi i¢in énemlidir

(13).

GABA

GABA

Benzodiazepines
Flumazenil

lon channel

Sekil 6. GABA-A calisma mekanizmasi (22)
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Oral alimdan itibaren hizli ve tamamen gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilen
zolpidem, etkisini ¢abuk gostermesi ve kisa yar1 omrii (1.4-4.5 saat) ile karakterizedir.
Viicuda alindiktan sonra karacigerde p450 enzim sisteminden CYP3A4 ve CYP2C9 ile 2 adet
farmakolojik olarak inaktif metabolite ¢evrilir. Bunlar; zolpidem 6 karboksilik asit (ZCA) ve
zolpidem fenil 4 karboksilik asit (ZPCA)’dir. Zolpidemin karacigerdeki biyotransformasyon
stireci, fenil grubunda metil oksidasyon yolu ile, imidazopiridin halkasinda metil oksidasyon

veya hidroksilasyon ile gergeklesir (5).

Terapotik doz olan 10 mg’lik oral alimda; biyoyararlanimi %70 civari, protein baglama orani
%92.5 civari olan zolpidem, farmakolojik olarak inaktif olan metabolitlere doniistiiriilerek
idrardan atilir. Yaklasik %1°1 degismeden idrarda kalir. 48 saate kadar kandan,72 saate kadar
idrardan tayin edilebilir (21). 2600 hastada yapilan 30’dan fazla klinik c¢alismalarda
yetiskinler i¢in olan 10 mg ve daha yaslilar i¢in 6nerilen 5 mg dozlarinda minimum ertesi giin
etkisi gozlenmistir. Yiiksek dozlarda bulanti ve kusma gozlenebilir (12). Zolpidem alan
insanlarda goriilen yan etkiler; uyku sersemligi %S5, bas donmesi %5, bas agrist %3,
gastrointestinal semptomlar %4, hafiza problemleri %1-%2 ve kabuslar %1-%2 olabilir (23).
Zolpidem intoksikasyonu sonucu flumazenil ile tedavi s6z konusu olabilir (13). Bir maddenin
kisa stireli toksisitesini gostermek i¢in LDsp (ortalama oldiiriicii doz) terimi kullanilir.

Zolpidem igin LDsg degeri 695 mg/kg’dir (9).

Karaciger hastalarinda ve farmakodinamik etkileri bilinmediginden pediatrik hastalarda
kullanimma dikkat edilmelidir. Alkol gibi MSS deprese eden bagka maddeler ile beraber
oliime sebebiyet verebilir (12). Oliim vakalar1 genel olarak diger psikotropik ilag ya da alkol
ile beraber alim sonucu olmustur (4). Bunlarin yani sira son dénemlerde yapilan ¢aligmalara
gore; beyin hasar1 sonrasi vejetatif durumdaki hastalarda; hasar beyin kok bolgelerinde ise,
hasar gormiis beyin hiicrelerinin ve anormal metabolizmalarinin onarilmasinda etkili olmakla

beraber bunun nedeni heniiz bilinmemektedir (13).
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2.1.3. Zolpidemin iceceklerde ¢oziiniirliigii ve gozlenen degisimler (3)

Zolpidemin suca alet edilmesi genellikle, kurban secilen kisinin igeceklerine piyasa
formundaki tabletlerin katilmasi ile olur. Bu tabletlerin belirli i¢eceklerde ¢oziiniirliigii ve
zolpidemin igecekte meydana getirdigi fiziksel degisimler yapilan bir ¢aligmada gézlenmistir.
Bir kisi yataginda beklenmedik sekilde, yaninda bos bardak ve teneke kutularla olii
bulunmustur. Polis yaptig1 inceleme sonucunda kisinin zolpidem ile zehirlenmis olabilecegini
soylemistir. Yapilan incelemede zolpidem ig¢in periferal kan konsantrasyonu 2.7 mg/mL
bulunmustur (bu konsantrasyon yaklasik 150 mg zolpidem alimi sonucuna uyan bir
diizeydedir.). Bu durum sonucunda polis bilirkisileri ¢agirip hangi konsantrasyon sonucu bu
kan konsantrasyonunun ortaya ¢ikabileceginin ve tayin edilen konsantrasyonun igeceklere
katilmast durumunda hangi degisikliklerin gozlenebileceginin belirlenmesini talep etmistir.
Bunun {izerine ezilmis ya da biitiin zolpidem tabletleri; su ya da karbonatli igeceklere
katilarak, tat ve goriintiide bir degisiklik olup olmadigi gdzlemlenmistir. Tabletler oda
sicakliginda olan; 250 mL saf suya (pH 7.30-7.70), maden suyuna (pH 5.0-5.4) ve elma
sarabina (%4.5 etanol miktari, pH>4) eklenmistir. Iki ya da 15 tablet ezilerek veya biitiin
olarak iceceklere katilarak hepsi dorder kez karistirilmistir. Bardagin iist kismindaki 50
mL’den (icecegi yudumlarken alinan yaklagik bir agiz dolusu miktar) 5 mL numune 2, 5, 15
ve 30. dakikalarda test edilmistir. Yaklasik 30 dakika sonra koku igin bakildiginda bir
degisiklik gdzlenmemistir. Belirtilen zamanlarda yapilan gozlemlerde renk degisimi
gozlikmemis olup, sivilarin hepsinde bir kopilik olusumu belirlenmistir. Karbonatli sivilarda
tabletler asili kalirken, saf suda dibe ¢oktigii gézlenmistir. Tat degisikliginin ise sadece 15
ezilmig tablet eklenen suda belirgin oldugu gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak zolpidemin
karbonatli igeceklerde suya gore daha cok c¢oziildiigii belirtilmis olup; igecege bir madde
eklenip eklenmediginin belirlenmesi i¢in bulunulan yerin 151k durumu ile kurbanin tecriibeli

ve ayilk olma durumlarinin énemi dile getirilmistir.
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2.1.4. Zolpidemin kotiiye kullanim ve adli bilimlerdeki 6nemi

Hajak ve ark. 1966 ve 2002 yillar1 arasinda zolpidemin kdotiiye kullanim veya bagimlilik
degerlendirmesinin yer aldigir 36 vaka tanimlamiglardir. Vakalar kadin ve erkekler arasinda
esit olarak boliinmiistiir. Baz1 vakalarda belirlenen seviyelerin, onerilen dozlarin 30 ila 120
kat1 iizerinde oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, zolpidem icin kdtiiye kullanim veya
bagimlilik goriilme sikliginin, benzer tedaviler igin Onerilen benzodiazepinlerden 6nemli
olgiide diisiikk oldugu belirlenmistir. Yazarlar, alkol bagimliligi veya diger psikiyatrik

durumlar1 olan hastalara zolpidem regetelendiginde dikkat edilmesini 6nermislerdir (24).

Zolpidem, diger yatistirici ilaglar gibi, bir MSS baskilayic1 etkisine sahiptir ve diger MSS
baskilayici ilaglar ile birlikte uygulandiginda olduk¢a dikkatli olunmalidir. Piergies ve ark.
zolpidem (10 mg) ve fluoksetin (prozac-20 mg) arasindaki farmakokinetik ve

farmakodinamik etkilesimleri degerlendirmislerdir (25).

Garnier ve ark., 344 akut zolpidem zehirlenmesi vakasinin bir analizini rapor etmislerdir. Bu
caligmada, oliimlerin vakalarin % 6'sin1 olusturdugunu; fakat zolpidem ile dogrudan iliskili
olmadigin1 bildirmiglerdir. Alkol ve/veya diger psikotropik ilaglari tiiketen ve vakalarin
yarisini olusturan bireylerde tayin edilen zolpidem miktarinin 10 ila 1400 mg arasinda

degistigi goriilmiistiir. Hastalarin yaklasik {icte birinde zehirlenme belirtileri (uyusukluk,

tutarsiz konusma, yiiriiyiis bozukluklari) gézlendigi bildirilmislerdir (26).

Muhtemel tibbi yan etkiler i¢in degerlendirilmeye ek olarak, psikoaktif bilesiklerin genellikle
biligsel, davranigsal ve motor performans becerilerine etkisi oldugu bilinmektedir. Alkol,
zolpidem ve diger bazi yatigtiricilarin terap6tik dozlarda etkisi, Mattila ve ark. tarafindan
incelendiginde; zolpidemin biligsel becerileri diger ajanlardan daha g¢abuk bozdugunu;
bununla birlikte, baz1 hafiza bozulmalart meydana gelirken, bu etkilerin alkol de dahil olmak

tizere diger test edilen yatigtiricilardan herhangi birinden daha az oldugu saptanmustir (27).
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54 yasinda bir erkegin diizensizce araba kullandigi gozlenmistir. Siiriiciinlin; cams1 gozlere,
sert konusmaya, yavas hareketlere ve son derece zayif koordinasyona sahip oldugu anlasilmis,
nefes alkoliiniin negatif oldugu gozlenmistir. Toksikolojik analiz sonucunda kaninda
zolpidem (100 ng/mL), fluoksetin (25 ng/mL), norfluoksetin (90 ng/mL) ve hidrokodon (8.8

ng/mL) oldugu saptanmistir (28).

Sabah ise dogru yola ¢ikmadan once yanlislikla 10 mg zolpidem alan bir kadin;
direksiyon basinda ataksi, kafa karigikli§i ve uyku hali sergilemesinin iizerine tutuklanip

kaninda yapilan analiz sonucu, zolpidem miktari 0.119 mg/L bulunmustur (29).

Sarhosken arag¢ kullandiklar tayin edilen 15 vakanin incelemesi sonucu, 4 vakada zolpidem

tek bulunan ila¢ olmustur ve kan konsantrasyonu 0.11-0.54 mg/L olarak saptanmistir (30).

Zolpidemin cinsel gelismeyi tesvik etme kabiliyetinin yani sira, hizli emilimi, uykuyu
baslatma ve siirdiirme etkinligi; uyusturucu ile kolaylastirilan cinsel saldirilarda kullanilan

diger ilaglar ile ortak 6zelliklerindendir (31).

Villain ve ark. zolpidem kullanimu ile kolaylastirilmus iki cinsel saldir1 vakasi belirtmislerdir.
[k vakada geng bir kadin mide rahatsizhig1 sikayeti ile hastaneye bagvurmustur. Bir erkek
tarafindan kahve ikram edildikten sonra bilingsiz hale gelip, uyandiktan sonra cinsel tacize
ugradigini fark etmistir. Olay1 6 giin sonra bildirmis olup, saldiridan 15 giin sonra toksikolojik
analiz i¢in sag¢ Ornegi toplanmis, sagin 2 cm’lik kismi LC/MS/MS ile analiz edilip 4.4 pg/mg
zolpidem icerdigi tayin edilmistir. ikinci vakada bir igkinin ardindan arkadas: tarafindan
saldiraya ugrayan 37 yasinda bir kadindan, saldiridan 9 saat sonra kan Ornegi alinmuistir.

Sonug olarak 390 ng/mL zolpidem igerigi bulunmustur (32).

Kintz ve ark. 12 yasindaki bir kiz ¢gocugunun, bakicisinin erkek arkadasi tarafindan defalarca
cinsel saldirtya ugradigi olay1 incelemislerdir. Bahsi gecen kiz, saldirilara dair bir hatirasi

olmamasina ragmen, her saldir1 sonrasi siddetli zihinsel karigiklik yasadigini belirtmistir. Olay
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yeri inceleme sonrasinda bakicinin evinde bos zolpidem kutular1 bulununca iddia edilen son
saldinidan yaklasik 2 hafta sonra toksikolojik analiz i¢in sa¢ toplanmis ve 6.7 ng/mg
konsantrasyonda zolpidem varlig1 tayin edilmistir (33). Zolpidem ile ilgili 6liim vakalarinin
cogunun alkol ya da diger ilaglar ile beraber kullanimi sonrasinda oldugu goriilmiistiir (31).
Tracqui ve ark. asepromazin ile baglantili zolpidem igeren ilk 6liimii bildirmislerdir. Her iki
ilacin da karsilikli toksik etkilerinin giliglendigi ve dlime sebebiyet verdigi tayin edilmistir

(34).

1995 yilinda Meeker ve ark. 39 yasinda obez, depresyon ve uykusuzluk tedavisi goren;
uyusturucuya bagli ¢oklu ilag¢ toksikasyonu sonucu 6len bir kisinin postmortem orneklerini
analiz etmislerdir. Kalp kaninda 2.91 pg/mL, periferik kanda 1.4 pg/mL ve idrarda 2.13
ug/mL zolpidem bulunmustur. Ayrica kalp kaninda 0.16 mg/L hidrokodon ve 0.04 mg/L
morfin bulunmustur ve bu narkotiklerin biiyiikk ihtimalle zolpidemin neden oldugu MSS

baskisini gogaltict etkisi oldugu 6ne siirtilmiistiir (7).

68 yasinda bir kadin, en az 30 Ambien tableti almasi sonucu evinde 6lii bulunmustur. Yapilan
analizler sonrasinda kanda 4.1 mg/L zolpidem, 19.3 mg/L meprobamat ve 2.3 mg/L

karisoprodol varligi gézlenmistir (1).

Keller ve ark. bilinmeyen miktarda zolpidem aldig1 bildirilen kasitli bir zehirlenme vakasinda
postmortem yapilan ¢alismada; kalp kaninda 0.75 mg/L, femoral kanda 0.52 mg/L ve idrarda

1.32 mg/L oldugunu bulmuslardir (5).

Iki ay siireyle turist olarak iilkemize gelmis, Ingiliz vatandasi olan 57 yasindaki erkek hasta;
biling bozuklugu ve kasilmalarinin olmasi nedeniyle Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
hastanesinin acil servisine getirilmistir. Olgunun depresyon tedavisi i¢in antidepresan
kullandig1 ve giinde 2 doz halinde 10 mg’lik zolpidem igerikli ila¢ kullandig1, bir siire sonra

antidepresan1 kendi kendine kesmis olup zolpidem kullanimini giinde 8 tablete ¢ikardig:
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bilgisi esinden alinmistir. Zolpidemin sabah dozunu aldiktan sonra aksam dozunu almadan
nobet gecirdigi belirlenmistir. Tedavi sirasinda da bir ndbet daha geciren hastanin durumu
diazepam ile kontrol altina alinmistir. Yapilan tetkikler sonrasinda zolpidem kullanimina baglh
yoksunluk sendromu nedeniyle nobet gegirdigi sonucuna vartlmistir. Olgu 3 yildir giinde 80
mg’lik zolpidem kullaniyor olup, aksam dozunu geciktirdigi i¢in yoksunluk sendromu
nedeniyle nébet gegirmistir (20). Zolpidemin terapotik dozlarda tolerans gelistirmedgi bilinse

de, benzodiazepin benzeri olmasindan dolay1 bagimlilik potansiyeli yiiksektir (35,36).

2.2. Analitik Yontemlerin Validasyonu (37,38)

Bir siire¢ veya bir sistemin islevini, 6nceden belirlenmis gerekliliklere uygun olarak yerine
getirdigine emin olmak i¢in gerceklestirilen ¢aligmalar biitiiniine validasyon (kalifikasyon)
denir. Kantitatif analizlerde sifirdan yontem gelistirildiginde tam validasyon parametreleri
uygulanmalidir. Bunlar; segicilik (selectivity)/spesifiklik (specificity), tayin limiti (limit of
detection), Ol¢tim limiti (limit of quantification), dl¢iim araligi/dogrusallik (range/linearity),
dogruluk {kesinlik (presicion) ve gerceklik (trueness) olarak iki boliim seklinde},saglamlik
(robustness/ruggedness).  Valide edilmis bir yontemin bulunulan laboratuvarda
caligilabilirliginin goriilmesi amaciyla yapilan validasyonda (verifikasyon) uygulanan
parametreler ise sunlardir; tayin limiti (LOD), 6l¢tim limiti (LOQ), dogrusallik, dogruluk
(kesinlik ve gergeklik olarak iki bolim seklinde). Validasyonu/verifikasyonu tamamlanmig

yontemlerde degisiklikler oldugunda uygulanacak parametreler Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. Validasyonu/verifikasyonu tamamlanmis yontemlerde degisiklikler oldugunda

uygulanacak parametreler (37)

Validasyon ve Yeni Bir
Yontemde Yeni Bir Yeni
Verifikasyon Matriks
Modifikasyonlar Cihaz Personel
Parametreleri eklenmesi

Secicilik / Spesifiklik - - - -

Tayin Limiti (LOD) - X X -
Olciim Limiti (LOQ) - X X -
Olciim

Arahigy/Dogrusallik - - - -

Kesinlik - X X X

Gergeklik X X X X

2.2.1. Validasyon hazirhik ¢calismalar:

Caligmanin baginda yontem igin hangi konsantrasyon seviyelerinde, hangi validasyon

parametreleri ile ¢alisilacagi belirlenmelidir. Bu parametler yontemin kapsamina gore yapilir.

2.2.2. Kullanilacak materyaller

»  Kor numune:.

Standart ilave etmek icin kor numune gereklidir. Analit igermeyen kor numune ornekleri
yonteme gore hazirlanir, analiz edilir ve se¢ilen matriksin analit LOD seviyesinin altinda

oldugu kanitlanir.
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= Kor kimyasal.

Analiz sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin 06lglim sinyalini ve kantitasyonu
etkilememesi 6nemlidir. Numune olmadan kullanilan tiim kimyasallarin uygulanip analiz

edildigi ¢ozeltilerdir.

=  Numuneler ve standartlar:

Yontem basamaklarina gore farkli konsantrasyonlarda standart hazirlanip analiz edilir. En
diisik tayin edilebilir konsantrasyon belirlenir ve diger parametre konsantrasyonlari

ayarlanarak numuneler ve standartlar hazirlanip analiz edilir ve hesaplanir.

2.2.3. Konsantrasyon seviyelerinin belirlenmesi

Belirlenen ¢alisma araligi géz oniinde bulundurularak diisiik, orta ve yiiksek olacak sekilde
validasyon i¢in (aksi belirtilmedigi siirece) 3, verifikasyon i¢in 2 farkli konsantrasyon seviyesi

olmast Onerilir.

Calisma araligi belirlenirken, yontem uygulanirken karsilagilmasi en olasi konsantrasyon
araligi se¢ilmelidir. LOQ seviyesi en diisiik konsantrasyon olarak alinabilir. Fakat rutin
analizlerde LOQ seviyesinde Ornek gelme olasilig1 diisiik ise bu gereksiz olabilir. Boyle

durumlarda uygun goriilen en diisiik konsantrasyon belirlenir.

2.2.4. Parametrelerin uygulanmasi

= Tayin limiti (LOD) ve él¢iim limiti (LOQ):

Cok diisiik konsantrasyonlarda (ug/mL gibi) yapilan c¢alismalarda en disiik tayin limiti
oldukca Onemli bir parametredir. LOD c¢alismasi i¢in; numune i¢inde analit olmayan
caligsmalarda kor numuneler kullanarak, kromotagrafik yontemlerde LOD seviyesine yakin

konsantrasyonda analit iceren numuneler, kor numune bulunmayan durumlarda analit
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icermeyen ¢Oziicli (blank) korii hazirlanabilir. LOQ, LOD ¢alismanin ardindan birkag
yontemle tayin edilebilir. Baz1 analizler i¢in (6rnegin pH, nem gibi) tayin limitini bulmak
miimkiin degildir. Bir 6rnek i¢inde var ya da yok diyebilecegimiz bir analit araniyorsa buna
tayin limiti uygulanabilir. Ancak, pH, kiil, nem gibi mutlak bir deger veren parametrelerde

tayin limiti bulunamamaktadir.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in hazirlanan en az 10 bagimsiz analiz ¢alismasi yapilip,
sonuclarin ortalamast alinir ve LOD, LOQ hesabr igin kullanilmak tizere standart sapmalari
hesaplanir. Yontemin gerekliligi ve sonuglarin getirisine gore ¢esitli hesaplamalardan biri

kullanilabilir.

» Cihaz ve yontem ¢calisma araligi:

Yontemin kabul edilebilir bir belirsizlikte verdigi tiim sonuglarin araligi caligma aralig olarak
adlandirtlir. Alt smir LOQ degeri olurken, ist sinir yontemin gilivenilir sonug aldigi

konsantrasyondur.

Kor ve seri konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin en az ikiser kez okutulmasi ve

sonuglarin hesaplanmasiyla cihaz ¢alisma aralig belirlenir.

Numune korii ve bilinen konsantrasyonlardaki numuneler yontem uygulanarak en az ikiser

kez okutulur. Sonuglar hesaplanarak yontemin ¢alisma araligi (lineer aralik) belirlenir.

Cihaz ve yontem araliklar1 belirlendikten sonra, sonuglar ile kalibrasyon egrisi ¢izilir. Daha
sonra regrasyon analizi ile degerlendirilir. Korelasyon katsayisi (r), cihaz sinyali ile
konsantrasyonlar arasindaki iliski incelenerek hesaplanir. Yontemlerin gecerli olmasi ig¢in
korelasyon katsayisinin yiiksek olmasit beklenir. Korelasyon katsayisina ragmen
dogrusalliktan siiphe duyulan durumlarda daha farkli istatiksel degerlendirmelere

bagvurulabilir.
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= Secicilik (Selectivity) / Spesifiklik (Spesificity) :

Genel tanim olarak; yontemin, numunede girisim olusturabilme ihtimali olan diger maddeler
varliginda analiti ayirabilme ve tanimlayabilme giicidiir. Kor matrikste ve kullanilan

coziiciilerde analite girisim olusturacak bir pik olmamalidir.
»  Dogruluk (Accuracy):

Genel tanim olarak bir dl¢iim sonucunun gercek degerine yakinligmi tanimlar. Iki boliime

ayrilir;
a) Kaesinlik:

Olgiim sonuglarmin birbirlerine yakinhiginm degeridir ve dl¢iim sonuglarmin ortalama deger
etrafindaki dagilimini gosterir. Kesinlik; standart sapma (SD, s) veya varyasyon katsayisi
(Coefficient of variation, CV (RSD) ile ifade edilir. Tamamen elimine edilmese de dikkatli ve

titiz ¢alisma teknikleri ile kiigtiltiilebilir.
a-1) Tekrarlanabilirlik:

Yontemin ayni laboratuvarda, aymi cihazla, ayni uygulama kosullar1 altinda, ayni kisi
tarafindan ayn1 veya benzer matrikslerde elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinliginin
degeridir. Standart sapma, rolatif standart sapma (RSD) veya % bagil standart sapma (%RSD)
ile ifade edilir.

Her seviye icin en az 6 tekrarli ¢alisma yapilarak sonuglar degerlendirilir. Standart sapma,
RSD ya da %RSD igin asagida verilen formiiller kullanilabilecegi gibi office ya da gesitli

istatiksel programlar da kullanilabilir.
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/ % lx —x|?
Standart sapma (o) =

n—1

> . toplam
x: veri kiimesinde bir deger
x: aritmetik ortalama
n:veri noktasi sayisi
RSD=oc/ % %RSD=0c/ x *100
o standart sapma
x: aritmetik ortalama
a-2) Tekrar tiretilebilirlik:

Yontemin farkli laboratuvarda, farkli cihazla, farkli kisi tarafindan farkli kimyasallar
kullanilarak genis zaman araliginda, ayni veya benzer matrikslerde elde edilen ol¢iim
sonuclarinin birbirine yakinlhiginin degerlendirmesidir. Tekrarlanabilirlik ile ayni sekilde

hesaplanir.

b) Gergeklik:

Belirli sayidaki analiz sonuglarinin ortalamalarmin gercek degere yakinliginin ifadesidir.
Sistematik hatalarin goriilmesine olanak verir ve ayni zamanda geri kazanim olarak ta
adlandirilir. Bu hatalar matriks ve konsantrasyon seviyesine gore degisebilir. Bu nedenle
gerceklik calismasinin yapilacagi matriks ve konsantrasyon seviyeleri belirlenmelidir.

Sertifikali referans, konsantrasyonu bilinen analit eklenmis kor numune analizleri ile ya da
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referans bir yoOntemle analiz sonuglarini karsilastirarak hesaplanabilir. Hesaplamalarda

asagidaki formiil kullanilir.

% Geri Kazanim = (c1 / c0) * 100

c0: Referans deger

cl: Referans malzeme ile yapilan analiz sonucu / sonuglarin ortalamasi
»  Yontem Saglamlig (Ruggedness):

Analiz sonuglarinin, analiz kosullarindaki kiigiik degisiklikler karsisinda etkilenmeden kalma
giiciidiir. Degisikliklere ne kadar az hassas olursa yontem o kadar saglamdir. Ornek miktar,
sicaklik, basing, pH, vorteks siiresi, akis hizi, giinler arasi miktar degisimi gibi ¢esitli

parametreler degistirilerek yontemin saglamlig1 kontrol edilebilir.

2.3. Kromatografi

Kelime anlami olarak renkli yazmak manasina gelen kromatografi, ilk kez Rus botanikgi
Mikhail Tsweet tarafindan 1906’da kullanilmis ve literatiire gegmistir. Genel tanim olarak; bir
karisimdaki maddeleri, maddelerin farkli 6zelliklerine dayanarak, biri hareketli digeri sabit
faz olmak iizere iki fazli bir sistem yardimi ile ayiwrarak saflastirma prensibine dayanan
analitik yontemlerdir. Polarite, ¢oziiniirliik, affinite (ilgi), iyonik gii¢ gibi ozelliklerdeki
degisikliklere gore karigimdaki maddeler ayristirilabilir (39). Sabit faz kati-sivi olabilirken
hareketli faz sivi-gaz olabilir. Ayrilmak istenen karisim sabit faz tizerinden, hareketli faz
yardimiyla tasinarak gecirilir. Karisimi olusturan bilesikler sabit faz tarafindan ayni olgiide
tutulmaz. Bu nedenle her bilesik sistemden farkli zamanlarda ¢ikarlar. Boylece bilesikleri
birbirinden ayirmak ve onlar1 tanimlamak miimkiin olur (40). Kromatografik yontemleri

cesitli sekillerde siniflandirmak miimkiindiir (Sekil 7).
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Ayirma Kullanilan
mekanizmasina gore Diizenege Gore

Adsorpsiyon Kromatografisi Diizlemsel (planar)

» Kagit Kromatografisi
« Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
Dagilma Kromatografisi

Iyon Degistirme Kromatografisi

Kolon Kromatografisi

* Stv1 Kromatografisi

* Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi
(HPLC)

» Gaz Kromatografisi (GC)

Jel Filtrasyon Kromatografisi

Affinite Kromatografisi

Sekil 7. Kromatografinin siniflandirilmasi

2.3.1. Ayirma mekanizmasina gore kromatografi

= Adsorpsiyon kromatografisi (41-43)

Adsorpsiyon; karisimdaki sivi veya gaz halindeki maddelerin kati faz {izerine tutunmasidir.
Kati olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli fazda ayrilir. Sabit faz olarak aliimina
(Al,03), silikajel (SiO,), talk ve bunun gibi gézenekli maddeler; hareketli faz olarak alkol,
aseton, kloroform gibi biitlin organik ¢dziiciiler kullanilabilir. Sabit ve hareketli fazin se¢imi,
ayirimi yapilacak bilesiklerin polaritesine ve kimyasal o6zelliklerine bagli olarak yapilir.
Genelde polar maddeler i¢in polar ¢oziiciiler apolar maddeler i¢in apolar ¢oziiciiler kullanilir.
Cesitli maddelerin adsorblayict veya sabit faz {izerinde adsorblanma dereceleri farkl
oldugundan, farkli yerlerde toplanirlar. En fazla adsorblanan maddelerin siiriiklenmesi ve
hareketleri daha zayif daha yavas, tersine az adsorblananlarin hareketleri ve siiriiklenmeleri

hizli olur.
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»  Dagima kromatografisi (41-43)

Maddeler s1vi olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli faz arasinda ayrilir. Sabit faz ise
kolonun icindeki kaynama noktasi yiiksek sivi ya da kati maddedir. Maddeler birbirine
karigsmayan sivilardaki c¢oziiniirliikleri farkiyla dagilim gosterirler. Bu dagilma sabiti olarak

adlandirilir ve bir sabit ile karakterize edilir.
= Iyon degistirme kromatografisi (41-43)

Karisimdaki maddelerin iyonik gruplari ile iyon degistiricideki iyon gruplarin esdeger
miktarlarinin yer degistirmesi ile maddeler ayrilir. Sabit fazda anyon veya katyonlar1 degis

tokus eden fonksiyonel gruplar bulunur.

Iyon degistiriciler organik ya da inorganik olmakla beraber giiniimiizde organik iyon

degistiriciler daha popiilerdir.
= Jel filtrasyon kromatografisi (molekiiler elek kromatografisi) (41,42)

Karigimdaki bilesikler molekiiler biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Biiyiik molekiiller kolonu
daha once terk ederler. Sabit faz gozenekli taneciklerden olusan filtre edici jeldir. Daha ¢ok

polimerlerin ayrilmasinda kullanilir.
= Affinite kromatografisi (41,42)

Afinite; antijen-antikor gibi 6zel ayrimlara dayanir. Karisimdaki proteinlerden yalnizca bir
tanesi kolondaki kovalent bagla baglanmis bir protein olan sabit faz tarafindan tutulur ve

digerlerinden ayrilir.
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2.3.2. Kullanilan diizenege gore kromatografi

» Diizlemsel (planar) kromatografi.

Sabit faz kagit gbzenegi ya da diiz bir plaka iizerindedir. Mobil faz ise yer ¢cekimi ve kilcallik

etkisi ile hareket eder (40).

a) Kagit kromatografisi:

Sabit faz olarak 6zel yapilmis bir kagit seklindedir (Sekil 8). Ayrilmasi istenen karigim kagida
uygulanir. Daha sonra bu kagit, mobil faz i¢inde bekletilir. Coziicii kagitta ilerlerken maddeler
kagit {izerinde farkli hizlarda ilerlerler. Maddeler renkli degilse ultraviole 1s1k altinda ya da
0zel boyama yontemleri ile gozlenebilir. Kagit izerinde maddelerin yogunluklar: siiriklenme

mesafeleri ve alanlar1 karsilagtirilarak analiz yapilabilir (41,42).

Solvent

Tank 1

Coézucunin
ulastigi
sinir

L I

Sabitfaz «—F & |

(kagit) e s o————— Fazlara
farkli
ilgilerinden

Selvent Solvent dolayi
Baslangic On dakika sonra ayrilan

maddeler
Hareketli faz
(cobzicl) Karisim olarak

damilatilan érnekler

Sekil 8. Kagit kromatografisi (44)
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b) Ince tabaka kromatografisi (TLC):

Calisma prensibi kagit kromatografisi ile ayni olup farkli olarak ayirma ortami, kagit yerine
iizerinde sabit fazin oldugu slika jel, talk gibi toz maddelerin bulundugu cam veya plastik

tabakadir (Sekil 9). Olusan izler daha kesindir (42).

Once tabaka iizerinde bir kalem ile hafifce cizerek bir baslangic noktasi olusturulur.
Orneklerin uygulanacag:i noktalar belirlendikten sonra 6zel TLC kapilleri ile rnekler bu

noktalardan tabakaya emdirilir (43).

+—TLC plate: Silica Gel

{stationacy phase)

e e 8 —
a8 8 B

-:_—;“ s | . - =—:‘
EM— i — %q— Solwent

| = (mobile phase)

~compounds 1o be separated

Sekil 9. Ince tabaka kromatografisi (TLC) (45)
= Kolon kromatografisi:
Sabit faz, mobil fazin hizla ve basingla i¢inden gectigi bir kolonda bulunur (40).

a) Sivi kromatografisi (LC):

Genellikle cam kolon kati adsorban ile doldurulur ve ¢6zelti halindeki mobil faz kolon

boyunca ilerler (Sekil 10) (40).

20. ylizy1lin sonlarina dogru daha kiiciik ¢apli dolgu maddelerinin iiretilmesi ile daha gelismis

cihazlara ihtiya¢ duyulmustur (42).
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Sekil 10. S1v1 kromatografisi (LC) (46)

b) Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC):

Kolon dolgu maddelerinin kiiciilmesiyle ortaya ¢ikan cihazlardandir (Sekil 11,12). Dolgu
maddeleri cam kolon yerine, sivi mobil fazin yiiksek basing altinda kolondan ge¢mesi
sebebiyle, paslanmaz c¢elik kolonlar i¢inde bulunur. Maddeler kolondan farkli zamanlarda
ciktiktan sonra detektdre ulasir, kalitatif ve kantitatif analizleri yapilir. Biiyiik molekiil

agirlikli maddeler i¢in kullanima uygundur (42).

Sekil 11. Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) (47)
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Data System
- [=====x]
[

Sample a
Injection I
Column Detector

r———\
B mmems 0
Mixerx
—

Pump

3_ e

Waste or Sample Collection

Solvent A& B

Sekil 12. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ¢alisma prensibi (48)

2.3.3. Gaz kromatografisi (GC)

Ucgucu ya da yar1 ugucu maddeleri ayirmak i¢in kullanilir (Sekil 13). Ayirim, bilesenin sabit
fazda dagilimi1 ve hareketli faz olan tasiyict gaz ile sabit fazda taginmasina baglidir (49).
Yontemin basit olmasi, yiiksek ayirma giicii (ug/mL konsantrasyonunda) ve hizli olmast

avantajlarindandir (50). Sabit fazin yapisina gore iki grup altinda toplanir:

» Gaz — Kan Kromatografisi (GSC):

Sabit faz olarak polar kati bir madde kullanilir. Numuneler kati fazda farkli siirelerde

alikonularak bilesenlerine ayrilir. Bu yontem adsorpsiyonla gergeklesir (41,43).

» Gaz - Swi Kromatografisi (GLC):

Kolonun i¢ ylizeyine baglanan sivi, sabit fazdir. Bu yontemde dagilmadan faydalanilir.

Numunedeki bilesenler mobil gaz fazi ve sabit faz arasinda ozelliklerine gore dagilirlar

(41,43).
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Temel olarak 6 kisimdan olusur:

1. Gazi saglayan kisim

2. Numunenin kolona verildigi giris kismi
3. Ayrimin gergeklestigi kolon

4. Kolonun yer aldig1 kolon firin1

5. Sinyali saptayan dedektor

6. Sonuglar1 kaydeden ve kromatograma doniistiiren veri sistemi

sabun kopuklu
sinnga akis metre

akis kaydedici ’
(] injektor L
boluc\L\s \
N dedektor
basinc rolametre - ..1 14k ’.
regulatord Q}:ﬂ: { elektrometre
i > veya koprua
] E I S

akis
kontrola

= i
gaz kolon — termostath firin 3]

taswyici veri sistemi ’

Sekil 13. Gaz kromatografisi (50)

=  Taswyici gaz:

Hareketli faz olarak genel olarak yiiksek saflikta helyum, azot ya da hidrojen gazi kullanilir.
Gazin saf olmasi gerektiginden bazen gaz, sisteme girmeden Once, saflastirma

diizeneklerinden gectikten sonra sisteme girisi saglanmaktadir (40).
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= Kolonlar (51-54):

= Kolon dolgular sabit faz olarak kullanilir (Sekil 14). %95 Metilpolisiloksan-%5
fenilpolisiloksan, metilpolisiloksan, polietilen glikol gibi ¢esitli sabit fazlar vardir.
Kolonlar genel olarak 2 grupta incelenir:

a) Dolgulu kolonlar:

170-260 um c¢apinda dolgu metaryellerinin {izeri sivi sabit faz ile kaplanmig ve cam,

paslanmaz celik, bakir ya da teflon i¢ine doldurulmustur.

b) Acik borusal kolonlar:

Destek kapli ve ¢eperi kapli olmak iizere iki cesittir.

sabit sabit sivi fazla sabit kati faz
sivi faz kaplanmig kati desterk tanecikler

(a-) Dolgulu kolon kaplanmis duvarh destek kapli poroz tabakal
(b} Acik boru (tabular) veya kapiler kolon

Sekil 14. Gaz kromatografisi kolon ¢esitleri (50)

»  Enjeksiyon cesitleri (55-58):

Analiz numunenin kolona aktarilmasi ile baslar. Numuneler buhar fazinda gesitli enjeksiyon
sistemleri ile kolona aktarilirlar. Numunelerin sisteme verilmesi sizdirmaz enjektorler ile bir
bélmeden yapilir. Bu bélme ve kolonun numune giris ucu arasinda, numuneyi buharlagtirmak

icin bir enjeksiyon blogu yer alir. Enjeksiyon blogu 2 baslik altinda incelenir:
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a) Bolmeli/bolmesiz enjeksiyon:

Bélmeli (split) enjeksiyonda; 1,5 pL hacminde Ornek almir. Genellikle sivi 6rnek
buharlagmanin meydana geldigi ‘liner’ denen kisma enjekte edilir. Hizli bir buharlagma
sonucu numune tasiyicit gaz ile karisir. Bu karisim yiiksek bir hizla kolonun girigine dogru
taginir. Fakat bu karisimin ¢ogu; numune miktariin kilcal kolon kapasitesine uyumlu hale
gelmesi icin, splitline olarak isimlendirilen kisimdan digar1 atilir. Boylece kolona enjekte
edilecek 6rnek miktar1 bolme orani ile ayarlanir. Bolmesiz (splitless) enjeksiyonda; 6rnek
linerde buharlagtirilip tiimii kolona tasinir. BOlmeli enjeksiyondan farkli olarak splitline
burada kapalidir, enjeksiyondan sonra agilir ve linerin yikanmasi saglanir. Diistik derisim ve
kalint1 analizlerinde genel olarak tercih edilir. Bolmeli ve bdlmesiz enjeksiyon islemlerinin

semaktik goriintiisii Sekil 15°te gosterilmektedir.

sinnga -
septum
g — ZEptum porc R —
102 mL/dak, 1 mLfdak 2 mLidak 1 mL&dak
350 °C - 220 °C
kangtirma
odacd U
e S 1 2N ——
kolon — 100 mL/dsk 0 mL/dak
1 mL/dak
(a) 1 mL/dak ) mLida

Sekil 15. Split (a) ve splitless (b) enjeksiyon islemleri (50)

b) Dogrudan kolona enjeksiyon:

Siv1 olan ornek direkt olarak kolona uygulanir. Basta soguk olan enjektdr, enjeksiyondan
sonra ayirma islemini baglatmak adina hizla 1sinir. Bu enjeksiyon tipi genis aralikli kaynama
noktasina sahip maddeler i¢in uygundur. Dogrudan kolona enjeksiyon yapilan sistemin

sematik goriintlisii Sekil 16°da gosterilmektedir.
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sinnga L J

SSptu | | septum porc
1 ml_lda;.-—"' | O mblL/dak
baslangictaki finn
kolon _ gg:gléhgl, ornegin
0 mlL/dak
1 mblL/dak l

Sekil 16. Dogrudan kolona enjeksiyon (50)

= Dedektor:

Genl prensip olarak bir dedektor sistemde mobil faz disinda farkli olan maddeleri algilayip
elektrik sinyaline doniistiiriir. Her maddeye yanit veren detektdrlere evrensel dedektorler,
belirli maddelere yanit verenlere se¢imli dedektorler denir. Dedektdrlerin duyarlikliklari,

kararliligi, dogrusalliklari, dinamik araligi gibi 6zellikleri belirleyicidir (50).

Yaygin kullanilan dedektorler;

e Termal iletkenlik (TCD)

e Alev iyonizasyon (FID)

e Azot fosfor (NPD)

e Elektron yakalama (ECD)
e Atomik emisyon (AED)

e Kiitle spektrometresi (MS)

e Fotoiyonizasyon (PID)
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Kiitle Spektrometresi (MS), diger gaz kromatografi dedektorleri ig¢inde en giiglii olan
dedektorlerdendir. Sistemde analiz boyunca, kiitle spektrometresi siirekli olarak kiitleleri
tarar. Numune kolondan ¢iktiginda bir transfer hattindan geger ve kiitle spektrometrenin
girisine gelir, bir elektron-garpmali (impact) iyon kaynagi tarafindan iyonlastirilir ve
fragmanlara ayrilir. Iyonlar kiitle analizériine girer (Sekil 17) ve m/z (kiitle-yiik orani)
degerlerine gore siralanirlar. Boylece kromatogram alikonma zamanlarini belirlerken, kiitle
analizorii de piklerden, karisimda ne tiir molekiillerin bulundugunu saptar (59). Karisik
numuneleri ayirmada, biyolojik molekiillerin yapilarin1 tayin etmede, bir numunedeki

atomlarin izotop oranlarinin bulunmasi gibi birgok amagla kullanilabilir (42).

3. KUTLE ANALIZORU

¢ok aqir iyonlar
hafifce egilir

iyon
demeti - tup
sadece dogru kutledeki
iyonlar dedektore girer

izolasyon

5

elektron demeti

2.iYON
KAYNAGI

cok hafif iyonlar

fazla egilir dedektor

_— glitleri

nkl
yanxer vakum

pompasina

Thizlandinies
levha

prob’
TR ORNEK : i
1. GIRI§ 5. DATA SISTEMI | |
VE KAYIT '

Sekil 17. Kiitle analizoriiniin sematik goriintiisii (50)
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2.3.4. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Kiitle spektrofotometresinin gaz kromotografisinde kullanilmasi ile olusan sistemdir
(Sekil18). Analizi yapilacak numune gaz kromatografisi boliimiinde, gaz halinde bilesenlerine
ayrilir. Analiz sirasinda kolondan farkli zamanlarda ¢ikan bilesenler kiitle spektrometrisinin
iyonlastirma bdlmesine gelir ve iyonlar1 elde edilir. Iyonlar m/z oranlarma gére ayrilir ve
detektor tarafindan kaydedilip kiitle spektrumu olusturulur. Kiitle spektrometresi, tayin edilen

piklerin isimlendirilip, nicel ve nitel analizlerinin yapilmasini saglar.

Su analizleri, tibbi uygulamalar, ilag etken maddelerinin ve metabolitlerinin analizi gibi gesitli

analizler i¢in kullanilabilmektedir (55).

sample injection

r i,
’/.,.r— | i 1.0
|
Xz g o
4 5 os
@ e 2 .
' 02 ! i
1 R T LS,
=11] 5 10U 125 5.0
\_ _) i) rebention time t fmin
\ J . i
carrier gas gas chromatograph mass spectrometer TIC chromatogram
(heliumn) (oven, capillary column) (Elion source, quadrupole

mass filter, ion detector)

Sekil 18. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) (60)

Analiz sonucunda elde edilen pikler maddelerin saf olup olmadiklar1 hakkinda bilgi verir.
Numunenin enjekte edilmesiyle sinyal olarak goriilmesine kadar gecen siireye altkonma
zamani, maddenin pik olarak goriilene kadar harcanan mobil faz (gaz) hacmine ise alikonma

hacmi denir (41).
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Olgiilebilir analizler piklerin boy ve alanlarmin bir standart ile karsilastirilmasi ile yapilir.
Daha diisiik konsantrasyonlardaki pikler daha kii¢iik pik boyu gosterirler. Bu nedenle 6l¢iim
ve hesaplama pik alan1 ve boyu bir arada kullanilarak yapilmalidir. Pikin taban ¢izgilerinin
birlestirilmesi ve pikin tepe noktasina dikey mesafenin olgiilmesi ile pik boyu elde edilir.
Kolon sicakligi, maddenin akis hizi ve enjeksiyon hiz1 gibi 6zellikler pik boyuna etki ederler.
Numuneye Dbelirli miktarlarda eklenen i¢ standart (IS), enjeksiyonun olusturabilecegi

belirsizlikleri 6nlemek i¢in kullanilir (41,43).
2.3.5. GC-MS analizleri icin numune hazirlanmasi

Cihazdan sonug alabilmek adina ilk adim olan numune hazirlama basamagi; dogru sonug
alabilmek ve cihazin giivenirligi i¢in olduk¢a onemlidir. GC-MS gibi hassas bir sistemde,
karigik bir numunenin igindeki maddeleri tayin edebilmek adina numunenin uygun ¢éziiciide
¢oziilmesi (katilar igin) ya da ¢ekitleme (sivilar icin) gibi yontemlerle olabildigince
saflagtirilmas1 gerekir (41). Boylelikle analizi yapilacak maddelerin bulundugu ortamdan

uzaklastirilarak uygun ¢6ziiciiye alinmasi saglanmis olur.
» Tiirevlendirme:

GC-MS hassas bir analitik sistem oldugu i¢in analizlerde, gerektiginde maddelerin ugucu
olarak daha kararli tiirevleri hazirlanmahidir. Tiirevlendirme; steroidler, bazi ilaglar, fenoller
gibi polar bilesiklerin ya da kuyruklu piklere sebep olan bilesiklerin cesitli kimyasal
maddelerle reaksiyona sokulup, buharlastirilabilen forma doniistiiriilmesini saglamaktadir

(51,57).
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=  Hidroliz :

Kelime anlami ile kompleks molekiillerin su kullanarak bilesiklerine ayristirilmasina hidroliz
denir. Biyolojik maddelerde (kan ve idrar numuneleri i¢in) kimyasal analizler i¢in hidroliz

gerekebilir. Enzim ya da asit kullanarak hidroliz yapilabilir (61).

= Protein ¢oktiirme:

Numunenin i¢inden olabildigince protein ¢ikarilmasini amaglayan hazirlik yontemidir.
Asetonitril ya da metanol gibi organik ¢o6ziiciiler kullanarak santrifiij edilen numunenin

protein kismi ayrilarak iist kismi alinip analiz i¢in hazirlanir (62).

= (Cekitleme:

a) Kati faz ¢ekitleme yontemi (SPE):

Analiz sonucunda daha yiiksek geri kazanim alabilmek adina maddenin yogunlastirilmasi ve
maddenin ¢alisilacak kromatografik sistem i¢in uygun ¢oziiciiye gecirilmesi amaciyla yapilan

hazirlik yontemidir (63).
Ug boyutlu polimerik bir zellikteki kati ¢ekitleme fazi, numune icindeki maddeyi tutar.

SPE kartusu oncelikle ¢oziicii ile yikanarak sartlanir. Numune kartustan gecirilir. Istenilen
maddenin alinabilmesi adina ¢oziicii ile yikanir. Ardindan eliisyon ile analize hazir olan

numune kartustan uygun bir ¢oziiciiye toplanir (63).

b) Sivi-sivi ¢ekitleme yontemi (LLE):

Analitin, birbirine karigmayan iki sivinin iginde birinden digerine gegirilmesidir. LLE, analitin
karismayan iki siv1 sistemi, genellikle bir organik ¢oziicii ve bir sulu tamponlanmis ¢ozelti
arasinda boliinmesidir. Islem, iyi tamimlanmis termodinamik iliskilere dayanmaktadir ve genis

bir dinamik aralia sahiptir. Ekstraksiyon sonucunda; igerisinde istenilen bilesen olan kisma
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‘ekstrakt’, ¢ozeltinin geri kalan kisminin bulundugu kisma ‘rafinat’ adi verilir. LLE hizls,
ucuz ve verimli olma avantajlarina sahiptir ve ozellikle idrarla iyi ¢alisir. Bununla birlikte,
LLE yiiksek solvent tiiketimi igerebilir ve ¢ekitleme sirasinda emiilsiyon olusumunu 6nlemek

icin 6zen gosterilmelidir (64).

2.3.6. Zolpidemin analiz yontemleri

Tablo 2. Zolpidem analiz yontemleri (21)

KLINIK NUMUNE ANALITIK TEKNIiKLER
Plazma HPLC, LC-MS/MS
I[drar LC-MS/MS, GC-MS
Sac LC-MS/MS, GC-MS
Oral Swvilar LC-MS/MS, GC-MS
Postmortem GC-MS

HPLC Yiiksek performansl sivi kromatografisi, LC-MS/MS Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri Sistemi,

GC-MS Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Tablo 2’de verilen analitik ydntemlerden baska zolpidem analizlerinde; TLC (Ince Tabaka
Kromatografisi), titrasyon, UV (Spektrofotometre), elektroforez gibi tayin yontemlerinden

yararlanilabilir (6).

1995 yilinda Meeker ve ark. GC/NPD sistemi kullanilarak zolpidem igin postmortem

ornekleri analiz etmislerdir (7).

Lichtenwalner ve Tully, postmortem olguda zolpidem tayin etmek i¢in bir GC/MS yo6ntemi
kullanmigtir. GC/MS ile yapilan kantitatif analizde, kan ve idrarda zolpidem bulunmustur.

Ayrica mide igeriginde toplam 7 mg emilmemis zolpidem tayin edilmistir. GC/MS adli
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laboratuvarlarda rutin olarak postmortem ve antemortem vakalarda zolpidem tayini i¢in

kullanur (2).

Durol ve Greenblatt, floresan dedektorii ile HPLC kullanarak tek bir zolpidem uygulamasinin

ardindan alinan plazma 6rneklerini analiz etmistir (65).

1999'da Wang ve ark., HPLC ve UV dedektorii kullanarak; si¢anlarda zolpidemin
farmakokinetigini incelemek i¢in, serum numunelerinde zolpidem analizi i¢in basit bir
prosediir yaymlamistir. LOD, 240 nm'lik bir algilama dalga boyu kullanilarak 3 ng/mL

bulunmustur (66).

1997 yilinda Ptacek ve ark., insan plazmasinda zolpidem tayini igin basit, tekrarlanabilir,
metanol ile protein ¢okeltmesini ve floresans dedektor ile ters faz kromatografisini igeren bir

yontem bildirmislerdir (67).

Idrarda zolpidem analizinin daha az yaygin bir yontemi, kilcal elektroforezdir. Hempel ve
Blaschke 1996'da iki yontem raporlamislardir. HPLC ile karsilagtirildiginda, yazarlar kilcal

elektroforezi hizli ve basit oldugunu bildirmislerdir (68).

Analitik yontemlere ek olarak; zolpidem varliginin hizli tayini i¢in gelistirilmis kromatografik
bir immiino deney olan ZOL Hizli Test Paneli mevcuttur (Sekil 19). Idrardan minimum tayin
seviyesi 50 ng/mL’dir. Zolpidem seviyelerini belirlemek i¢in monoklonal antikorlar kullanilir
ve idrardaki zolpidem konsantrasyonu minimum 50 ng/mL’ye vardiginda pozitif sonug
bildirir. Bu test sadece madde varligin1 ya da yoklugunu bildirir. Dogrulama ic¢in bu testten

sonra mutlaka analitik yontemler kullanilmalidir (69).
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Sekil 19. ZOL Hizli Test Paneli ¢alisma mekanizmasi (69)

2.4. Adli ve Klinik Olgularda Zolpidem Analizleri

1999 yilinda Avusturya’da 49 yasindaki bir kadin bilinmeyen miktarda alkol ile beraber
bilinmeyen miktarda Ivadal tablet almasi sonucu o6lii bulunmustur. Otopside, ilag
zehirlenmesinin en 6nemli gostergelerinden olan beyin 6demi gbzlenmistir. Bunun disinda
viicutta herhangi bir siddet belirtisine rastlanmamustir. Oliim nedenini belirlemek adina
toksikolojik analizler i¢in postmortem idrar, periferik kan, kalp kan1 ve mide igerigi 6rnekleri
toplanmis ve GC-MS sisteminde analiz edilmistir. Caligma sonucunda korelasyon 0.9998, geri
kazanim %92 bulunmustur. Periferal kanda 0.52 ve 0.80 mg/mL, kalp kaninda 0.75 mg/mL,

idrarda 1.32 mg/mL, mide iceriginde 8.34 mg/mL miktarlarinda zolpidem konsantrasyonlari

bulunmustur (5).

2012°de Italya’da, HPLC kullamlarak yapilan bir ¢alismada; kdpeklerde zolpidemin etki
gosterdigi en diisiik kan konsantrasyonu 60 ng/mL olarak tayin edilmis ve 30 ng/mL altinda
etki gostermedigi gbzlenmistir. Kopeklerde zolpidem igin terapdtik doz 21 mg/kg’dir.

Insanlar ile kpeklerde zolpidemin doza bagl etkilerinin benzer oldugu gézlenmistir (23).
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1995 yilinda Amerika’da 68 yasinda bir kadin, 10 mg’lik Ambien’den 30 tablet alarak
Olmistiir. GC-NPD ile yapilan postmortem analizler sonucu kanda; 4.1 pg/mL zolpidem, 19.3
pug/mL meprobamat ve 2.3 pug/mL carisprodol bulunmus olup ayrica mide igeriginin de
zolpidem i¢in pozitif oldugu gozlenmistir. Zolpidem alindiktan sonra gastrointestinal sistem
tarafindan  hizlica emilir.  Carisoprodol ve metaboliti meprobamatin  bulunan
konsantrasyonlarinin terapotik seviyede oldugu gozlenmis ve bir Onceki ilag aliminin
kalintilar1 oldugu tahmin edilmistir. Zolpidemin daha 6nce rapor edilen fatal miktar olan 1.12
ug/mL’den (26) daha yiiksek olarak 4.1 ug/mL bulundugu gozlenmistir. Ayrica bulunan bu
miktarin, terapotik dozdan daha yiiksek oldugu belirtilmistir (29). Sonug olarak zolpidemin
akut zehirleme olasilig1 diisiikk olsa da yiiksek miktarda carisoprodol gibi MSS baskilayici

ilaglarla alindiginda 6liime sebep olabilecegi sonucuna varilmustir (1).

1995 yilinda Amerika’da 39 yasinda obezite tedavisi goren ve olay yerinde bulunan regetede
zolpidem, trazodon, nifedipin, ranitidin ve vicodin surup kullandigi bilinen erkek bireyin
oliimii sonucu postmortem Orneklerde GC-NPD ile yapilan ¢alisma sonucunda; kalp kaninda
2.91 ug/mL, periferal kanda 1.40 pg/mL, idrarda 2.13 pg/mL zolpidem tayin edilmistir.
Karacigerde 4.74 ng/g, mide igeriginde ise 172 mg zolpidem bulunmasina ek olarak kalp
kaninda hidrokodon 0.16 pg/mL ve morfin 0.04 ug/mL tayin edilmistir. Idrarda hidrokodon
2.78 ug/mL konsantrasyonunda bulunurken, morfin tayin edilmemistir. Bulgular sonucu 6liim
nedeninin ¢oklu ila¢ zehirlenmesi olduguna kanaat getirilmistir. 45 saglikli kiside tek dozluk
yapilan ¢alismada 5 ve 10 mg’lik dozlar verilmesi sonucu, 59 ng/mL-121 ng/mL plazma
konsantrasyonlari tayin edilmistir (7). Maksimim plazma konsantrasyonu i¢in gecen siirenin
1.6 saat, yar1 omriin 2.6 saat (5 mg icin) ve 2.5 saat (10 mg i¢in) oldugu saptanmis olup,
biyoyararlanimm %70 oldugu gorilmistiir (70). Tek doz 20 mg zolpidem alan saglikli

bireylerde yapilan ¢aligmada plazma konsantrasyonu 250 ng/mL 6lgiilmiis olup, yar1 dmiir 2.2
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saat iken karaciger rahatsizligi olanlarda plazma konsantrasyonunun 788 ng/mL’ye, yari

omriin ise 9.9 saate ¢iktig1 gozlenmistir (7).

Madde etkisi altinda islenen suglarin son yillarda artmis oldugu Cin’de 2012 yilinda idrarda
UPLC/MS/MS ile yapilan bir validasyon ¢aligmasi sonucunda korelasyon >0.9995, zolpidem
ve metaboliti Zolpidem fenil 4 karboksilik asit (ZPCA) i¢in dogrusallik 0.1-600 ng/mL iken
metaboliti Zolpidem 6 karboksilik asit (ZCA) i¢in 0.1-300 ng/mL bulunmustur. LOD 0.05
ng/mL, LOQ 0.1 ng/mL, geri kazanim %70-98.3, giin i¢i ve 1 giin sonra yapilan analizler

sonucu degisimin %15 oldugu saptanmustir (71).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan standart ve kimyasal maddelere ait bilgiler Tablo 3°te verilmistir.

Tablo 3. Caligmada kullanilan standart ve kimyasal maddelerin isimleri ve markalari

Madde ad1 Markasi

Zolpidem Chiron AS

Clozapine (i¢ standart, IS) Chiron AS
Metanol Merck
Etil Asetat Merck
Sodyum Hidroksit (pellets pure) Merck
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3.2.Calismada Kullanilan Cihazlar ve Geregler
Calismada kullanilan analitik sistemler, laboratuar aletleri ve gereglerine ait bilgiler Tablo

4°te verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihaz ve gereglerin isimleri ve markalari

Cihaz / gerec¢ ismi Marka
Gaz Kromatografisi Agilent 7820A
Kiitle Spektrometresi Agilent 5977E
Kolon HP-5MS
Santrifiij Hettich 320R
Evaporator Hypervap HV-300
Elektronik Hassas Terazi Mettler Toledo
Vorteks Isolab
Balon Joje (5 mL) Isolab
Falkon Tiip (15, 50 mL) Isolab
Otomatik Pipet (20, 100, 200, 1000, 5000 pL) Eppendof
Pipet Ucu Isolab
Pastor Pipeti Isolab
Cam Vial Agilent
Insert Vial Agilent
pH Test Cubugu Merck
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3.3. Calisma Plam
Bu c¢aligmanin, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 07.11.2017 tarihinde yapilan toplantida, 423633 sayili

karar ile etik agidan uygun olduguna karar verildi (Ek-1).

Bu c¢alismada, herhangi bir ilag kullanmayan goniillii bir kigiden steril idrar kaplarina idrar
numuneleri alindi. Alinan idrar numunelerine zolpidem maddesi katmak sureti ile GC-MS

sistemi kullanilarak valide edilen bir yontem gelistirildi.

3.4.Zolpidemin Analizi

3.4.1.Zolpidemin analizinde kullanilan cézeltiler
= J¢ Standart (IS) Cozeltisinin Hazirlanmast:

10 mg clozapine (IS) standart maddesi analitik terazide tartilarak cam viale alindi, tizerine 1
mL MeOH eklenerek 1 dakika boyunca vortekslendi, 10 mg/mL konsantrasyonda ana stok
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢dzelti viali parafilm ile kaplanarak +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi.

5 mL hacimli balon jojede konsantrasyonu 1 mg/mL (1000 pg/mL) olan IS ara stok-1
¢Ozeltisi hazirlandi. Bunun igin ana stok ¢ozeltisinden 500 pL alindi ve 5 mL’ye MeOH ile

tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti parafilm ile kaplanarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza

edildi.

5 mL hacimli balon jojede konsantrasyonu 50 pg/mL olan clozapine IS ara stok-2 ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun igin ara stok-1 ¢ozeltisinden 250 pL alindi ve 5 mL’ye MeOH ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti parafilm ile kaplanarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza

edildi.
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* 0.1 M NaOH (Sodyum Hidroksit) Cozeltisinin Hazirlanmast.
200 mg NaOH tartildi, falkon tiipte ultra saf suda ¢6zdiiriilerek 50 mL’ye tamamlandi.
* Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmast:

Kalibrasyon ¢alismasi i¢in dncelikle zolpidem standardindan 1000 pg/mL konsantrasyonunda
ana stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 5 mg zolpidem standardi 5 mL’lik balon jojeye
alinarak MeOH ile 5 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti parafilm ile kaplanarak +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

5 mL hacimli balon jojede konsantrasyonu 50 pg/mL olan ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun
icin ana stok c¢ozeltisinden 250 pL alindi ve 5 mL’ye MeOH ile tamamlandi. Hazirlanan

¢ozelti parafilm ile kaplanarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Hazirlanan zolpidem ana stok ¢ozeltisinden 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100 ve 200 uL hacimler
ayr1 ayr1 cam viallere alindi. Ayrica IS olarak 1000 pg/mL ’lik ara stok-1 ¢ozeltisinden 25 pL
alinarak tiim kalibrasyon ¢ozeltilerine son konsantrasyon 25 pL olacak sekilde eklendi. Kalan
hacim 1000 pL’ye MeOH ile tamamlanarak kalibrasyon noktalar1 Tablo 5’teki gibi hazirlandi

ve hazirlanan ¢6zeltiler GC-MS sisteminde analiz edildi.
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Tablo 5. Kalibrasyon noktalarinin konsantrasyonlari (ug/mL)

Kalibrasyon Zolpidem (uL) Clozapine IS (nL)
(1000 pg/mL’lik ana (1000 pg/mL’lik ara stok- MeOH (uL)
Noktasi
stoktan) 1’den)

0 - 25 975
10 10 25 965
15 15 25 960
20 20 25 955
25 25 25 950
50 50 25 925
75 75 25 900
100 100 25 875
200 200 25 775

3.4.2. Zolpidem analizi icin 6rnek hazirlama basamag (5)

Steril idrar kabinda bulunan oda sicakligindaki idrar 6rneginin 1 mL’si falkon tiipiine alindu.
Numunedeki son konsantrasyonu 25 pg/mL olacak sekilde, 50 pg/mL’lik clozapine ara stok-2
¢ozeltisinden 100 puL eklendi. 120 pL 0.1 M NaOH eklenerek 2 dakika boyunca vortekslendi.
Daha sonra 2 mL etil asetat eklenerek 2 dakika boyunca vortekslendi. 5000 rpm hizda 15
dakika boyunca santrifiij edilerek organik faz ayrildi. Ardindan st faz alindi, tam kuruluga
ulasana kadar azot altinda kurutularak 200 pL etil asetat eklenip 2 dakika boyunca

vortekslendi. Hazirlanan 200 pL 6rnek insert viale alinipp GC-MS sisteminde analiz edildi.
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3.4.3.GC-MS ile zolpidemin analizi
Bu ¢alisma i¢in Sekil 20°de gosterilen Agilent 7820A Gaz Kromatografisi, Agilent 5977E

Kiitle Spektrometresi cihazlari kullanildi. GC-MS sisteminde yapilan tiim analizler

Chemstation Data Analysis yazilimi1 (G1701FA versiyonu) kullanilarak degerlendirildi.

Sekil 20. Zolpidem analizinin yapildigi GC-MS sisteminin gérintiisii

=  GC parametreleri

Toplam analiz siiresi: 13.5 dk.

Kolon: HP-5ms 30m*250pum*0.25um

Solvent delay: 7 dk.

Baslangi¢ sicakligir: 200°C

Bekleme siiresi: 3dK.
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200°C’de 3 dakika bekledikten sonra cihaz dakikada 30°C artarak 280°C’ye ulasir ve bu

sicaklikta 8 dakika boyunca analiz devam eder.

Enjeksiyon Hacmi: 1 uL

Split orani 5:1

= MS parametreleri:

Kiitle detektorii, tarama (SCAN) modunda 50-600 m/z iyon araliginda calismaktadir.

Calismada tarama (SCAN) ve secilmis iyon izleme (SIM) modundan birlikte yararlanilmistir.

SIM modunda izlenen iyonlar (m/z): zolpidem igin 219, 235, 307; clozapine igin 243, 256,

326°dur.

3.5.Zolpidem Analizinin Validasyonu

Zolpidem igin seg¢ilen yontemde, zolpidem ve i¢ standardin tespit edildigi alikonma
zamanlarinda herhangi bir girisim olup olmadigin1 gézlemlemek i¢in; bos metanol (¢oziicii),
bos idrar numunesi, sadece IS igeren MeOH ve idrar, IS ve zolpidem igeren idar numuneleri

analiz edildi, olas1 bir girigim varlig1 arandi.

3.5.1.Dogrusallik ¢alismalari

Zolpidem igeren kalibrasyon ¢ozeltileri Tablo 5°te verilen konsantrasyonlarda hazirlanarak
artan konsatrasyonlar seklinde ve her bir kalibrasyon noktas1 3’er tekrarli olacak sekilde GC-
MS sisteminde analiz edildi. GC-MS sistemi {izerinde IS kullanilarak olusturulan kalibrasyon
egrisine gore dogrusal aralik belirlendi. Korelasyon katsayisi i¢in kabul kriteri >0,99 olarak

belirlendi.
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3.5.2. LOD ve LOQ hesaplamalari

LOD ve LOQ calismast i¢in, i¢cinde sadece IS (clozapine) olan 10 adet bos idrar 6rnegi
hazirlandi. 1 mL idrar 6rnegine 50 pg/mL’lik IS ara stok-2 ¢ozeltisinden 100 pL eklendi ve
3.4.2 boliimiinde agiklanan 6rnek hazirlama basamagina gore cekitlenerek GC-MS’de analiz
edildi. Bos idrar numunelerinden elde edilen zolpidem konsantrasyonunun ortalamasi ve

standart sapmasi hesaplanarak asagidaki formiilde yerine koyuldu.

LOD ve LOQ hesaplamalar1 asagida gosterilen sekilde yapildi.

LOD= Ortalama blank konsantrasyonu + (3*oc)

LOQ= Ortalama blank konsantrasyonu + (10* &)

o = standart sapma

3.5.3.Geri kazanim ve tekrar edilebilirlik ¢alismalar:

Geri kazanim ¢alismalar1 yapmak i¢in kalibrasyon noktalarindan diisiik, orta ve yiiksek olmak
tizere Ui¢ farkli konsantrasyon noktasi segildi (15, 20 ve 50 pg/mL). Analit igermeyen 1 mL
idrar 6rnegine (her geri kazanim noktasindan 6’sar 6rnek hazirlanarak) Tablo 6’da belirtilen
miktarlarda 50 pg/mL’lik zolpidem ara stok ¢ozeltisinden ve 50 pg/mL’lik clozapine ara stok-
2 c¢ozeltisinden eklendi. Daha sonra her bir numune 3.4.2 boliimiindeki 6rnek hazirlama
basamagina gore cekitlenerek GC-MS sisteminde analiz edildi. Elde edilen miktar tayinleri
hesaplandi. % Geri kazanim hesabi1 asagida verilen formiil kullanilarak yapildi. Geri kazanim

icin kabul kriteri %80-120 arasi1 olacak sekilde belirlendi.

% Geri Kazanim = (c1 / c0) * 100

c0: Eklenen zolpidem konsantrasyonu

cl: Miktar tayini sonucu bulunan zolpidem konsantrasyonu
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Tablo 6. Geri kazanim ¢alismasi igin belirtilen ¢ozeltilerden alinan miktarlar (uL)

Geri Kazanim Zolpidem (uL) Clozapine (nL)
Konsantrasyonu (50 ng/mL’lik ara stoktan) (50 pg/mL’lik ara stok-2’den)
15 pg/mL (n=6) 60 100

20 pg/mL (n=6) 80 100

50 pg/mL (n=6) 200 100

Geri kazanim caligmast i¢in 3 ayr1 konsantrasyonda hazirlanan 6 tekrarli ¢ozeltilerin
analizlerinden elde edilen miktarlar hesaplanarak, bu sonuglarin standart sapmasi (c) ve bagil
standart sapmasit (RSD) asagidaki formiiller kullanilarak tekrarlanabilirlik g¢alismasinda
kullanilmak tizere hesaplandi. Kabul edilebilir degerler standart sapma i¢in <15, bagil standart

sapma yiizdesi i¢in <%?20 olarak belirlendi.

/ 2 1x —Xx|?
Standart sapma (o) =

n—1

Y. toplam

.x: veri kiimesinde bir deger

x: aritmetik ortalama

n:veri noktasi sayisi

RSD=c/ & %RSD=c/ x *100
o: standart sapma

x: aritmetik ortalama
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3.5.4. Stabilite

Stabilite galismasi i¢in boliim 3.5.2.°de belirtilen sekilde 6 adet 50 pg/mL’lik geri kazanim
numunesi hazirlandi, ¢ekitlendi, analiz edildi ve oda sicaklifinda muhafaza edilen ayni
numuneler 7 giin sonra GC-MS sisteminde yeniden analiz edildi. %Degisim hesab1 asagida

verilen formiile gore hesaplandi.

%Degisim= [c0-c1]/100

c0: ilk analizde tayin edilen zolpidem miktarlarinin ortalamasi

cl: ikinci analizde (7 giin sonra) tayin edilen zolpidem miktarlarinin ortalamasi
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4. BULGULAR
Kullanilan yontem parametrelerine gore 10 pg/mL standart ¢ozelti ile yapilan ¢aligmada (n=6)
zolpidem ve IS igin belirlenen alikonma zamanlari (rt) ile baslica m/z oranlart Tablo 7’deki
gibidir. Zolpidem i¢in ortalama alikonma zamani 9,677+0,004 dk. iken, clozapine i¢in

10,416+0,0004 dk. bulundu.

Tablo 7. Maddelerin alikonma zamanlar1 (dk.) ve MS spektrumundaki baslica iyonlar1 (m/z)
(10 pg/mL)

Analiz sayisi Zolpidem (dk.) | Clozapine (dk.)

1. tekrar 9,676 10,417

2. tekrar 9,675 10,416

3. tekrar 9,675 10,416

4. tekrar 9,685 10,416

5. tekrar 9,675 10,416

6. tekrar 9,675 10,416
Ortalama rt 9,677 10,416
Standart sapma 0,004 0,0004
% RSD 0,0416 0,0039
Iyonlari (m/z) 219, 235, 307 243, 256, 326

10 ve 25 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin analizinden elde edilen kromatogramlar ve
kiitle spektrumlar1 Sekil 21-24’te verilmistir. Tiim kromatogram sekillerinde iistte goriilen
kromatogram GC-MS sisteminde yapilan SCAN programimin verisini, altta goriilen

kromatogram ise SIM yonteminin verisini gostermektedir.
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Sekil 22. Clozapine (IS)’nin kiitle spektrumu
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Sekil 23. 10 pg/mL zolpidem ¢ozeltisinin tarama ve SIM yontemi kromatogramlari
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Sekil 24. 25 pg/mL zolpidem ¢ozeltisinin tarama ve SIM yontemi kromatogramlari
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Yapilan secicilik ¢alismalarinda Zolpidem ve IS’nin tespit edildigi alikonma zamanlarinda
herhangi bir girisim gozlenmemis olup, MeOH kromatogrami Sekil 25°te, sadece IS igeren
MeOH kromatogrami Sekil 26’da, sadece IS eklenmis olan bos idrar Ornegine ait
kromatogrami Sekil 27°teki gibidir. Bu sonuglara gore organik ¢oziictilerden ve idrar
matriksinden herhangi bir girisim olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica tim miktar tayini

belirleme islemleri SIM moduna goére yapilan ¢alisma sonuglarina gore hesaplanmastir.
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Y
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L
o000, \\
- e fhaan e o O N S U I
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Sekil 25. Bos olarak okutulan ¢6ziicii MeOH’a ait tarama ve SIM yontemi kromatogramlari
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Sekil 26. Sadece IS katilmis MeOH ¢oziiciisiine ait tarama ve SIM yOntemi kromatogramlari
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Sekil 27. Sadece IS eklenmis olan bos idrar Ornegine ait tarama ve SIM yontemi
kromatogramlari
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Bos idrar numunesine 10 pg/mL ve 20 pg/mL zolpidem katilarak elde edilen kromatogramlar

Sekil 28 ve Sekil 29’de verilmistir.
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Sekil 28. Bos idrar 6rnegine 10 pg/mL zolpidem katilarak elde edilen tarama ve SIM yontemi
kromatogramlari
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Sekil 29. Bos idrar 6rnegine 20 pg/mL zolpidem katilarak elde edilen tarama ve SIM yontemi
kromatogramlari
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Zolpideme ait kalibrasyon egrisi

Zolpidem igin kalibrasyon araligi 10-200 pg/mL olarak belirlendi. Bu araliktaki korelasyon

katsayisi R%=0.9972 olarak hesaplandi. Kalibrasyon egrisi Sekil 30°da verilmistir.

zolpidem
Response Ratio

Im Quadratic term
Im Linear term
Im Constant term
[ 0997163  Coefof Det(r"2)

L L L B S
0 2 4 6 8
Concentration Ratio

Sekil 30. Zolpidemin kalibrasyon egrisi.

(response ratio: etken maddenin detektor cevabimin IS’min detektor cevabina orani; concentration
ratio: etken maddenin konsantrasyonun IS 1n konsantrasyonuna orant)
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= LOD, LOQ sonuglari:

LOD ve LOQ ¢aligmasi i¢gin hazirlanan 10 adet bos idrar numunesi ile yapilan analizden elde

edilen ortalama, standart sapma ve %RSD degerleri Tablo 8’de gosterildigi gibidir.

Tablo 8. 10 adet bos idrar 6rneginin bulunan miktar1 (ug/mL), standart sapma ve %RSD
degerleri

Bos idrar analizi Bu!unan
(n=10) Miktar
(pg/mL)

1. tekrar 0,26

2. tekrar 0,24

3. tekrar 0,24

4, tekrar 0,26

5. tekrar 0,25

6. tekrar 0,25

7. tekrar 0,26

8. tekrar 0,23

9. tekrar 0,25

10. tekrar 0,25

Ortalama 0,25

Standart sapma 0,0099
%RSD 3,99

LOD ve LOQ hesaplamalar1 gere¢ ve yontemde belirtilen formiiller ile yapildi. Zolpidem i¢in

LOD 0.28 pg/mL, LOQ 0.35 pg/mL bulundu.

= Geri kazanum ve tekrar edilebilirlik sonuclar:

Geri kazanim hesaplamalar1 yapmak icin kalibrasyon g¢ozeltilerinden diisiik, orta ve yiiksek
olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyon noktasi segildi (zolpidem igin 15, 20, 50 pg/mL). % Geri

kazanim Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11’°de gosterildigi gibidir.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in, 3 ayr1 konsantrasyon ic¢in 6 tekrarli olacak sekilde analizi
yapilan idrar 6rneklerinden elde edilen sonuglarin ortalama, standart sapma ve bagil standart

sapma degerleri Tablo 12°de gosterildigi gibidir.



Tablo 9. 15 pg/mL zolpidem igeren numunenin geri kazanim tablosu
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15 pg/mL 'lik Teorik miktar Olgiilen sonuc % GK
numune (n=4) (ng/mL) (ng/mL)
1. tekrar 15 12,84 85,60
2. tekrar 15 16,15 107,67
3. tekrar 15 12,30 82,00
4. tekrar 15 13,36 89,07
5. tekrar 15 15,11 100,73
6. tekrar 15 14,39 95,93
Ortalama %GK 93,50
Standart Sapma 9,73
%RSD 10,41
Tablo 10. 20 pg/mL zolpidem igeren numunenin geri kazanim tablosu
20 pg/mL'lik Teorik miktar Olgiilen sonuc % GK
numune (n=6) (ng/mL) (ng/mL)
1. tekrar 20 17,56 87,8
2. tekrar 20 18,55 92,75
3. tekrar 20 18,11 90,55
4. tekrar 20 16,56 82,8
5. tekrar 20 20,66 103,3
6. tekrar 20 20,64 103,2
Ortalama %GK 93,4
Standart Sapma 8,32
%RSD 8,91
Tablo 11. 50 pg/mL zolpidem i¢eren numunenin geri kazanim tablosu
50 ng/mL'lik Teorik miktar Olciilen sonuc % GK
numune (n=6) (ng/mL) (ng/mL)
1. tekrar 50 39,83 79,66
2. tekrar 50 46,9 93,8
3. tekrar 50 44,75 89,5
4. tekrar 50 53,32 106,64
5. tekrar 50 51,95 103,90
6. tekrar 50 46,49 92,98
Ortalama %GK 94,41
Standart Sapma 9,84
%RSD 10,42
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Tablo 12. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonug tablosu

Numune Ortalama | Standart | osRSD
(ng/mL) Sonug Sapma
15 pg/mL (n=6) 14,03 1,46 10,41
20 pg/mL (n=6) 18,68 1,66 8,91
50 ug/mL (n=6) 47,21 4,92 10,42

= Stabilite sonuclari:

Stabilite hesaplamasi i¢in 50 ug/mL’lik 6 adet idrar numunesi hazirlandi ve 7 giin aradan
sonra aynt numune GC-MS sisteminde yeniden analiz edildi. Yapilan c¢alismalarin

ortalamalar1 ve 7 giin arasindaki yiizde degisim Tablo 13’te gosterildigi gibidir.

Tablo 13. 50 pg/mL zolpidem i¢eren numunenin stabilite tablosu

Konsantrasyon

(pg/mL)

1. calisma (ort) 44,75
2. calisma (ort) 46,49
%Degisim 0,017
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Stabilite i¢in hazirlanan idrar numunesinin (50 pg/mL zolpidem konsantrasyonunda) 7 giin

arayla analiz edilen iki enjeksiyonu Sekil 31 ve Sekil 32’de verilmistir.
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Sekil 31. Stabilite i¢in hazirlanan idrar numunesinin (50 pug/mL) ilk ¢aligmasina ait tarama ve
SIM yontemi kromatogramlari
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Sekil 32. Stabilite i¢in hazirlanan idrar numunesinin (50 pg/mL) ikinci ¢aligsmasina ait tarama
ve SIM yontemi kromatogramlari
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5. TARTISMA
Zolpidem, imidazopridin tiirevi olup piyasada 5 ve 10 mg’lik dozlarda tartarat tuzu olarak
receteli ilag halinde bulunur (1). Viicuda alindiktan sonra iki saat i¢inde %70’e kadar
metabolize olmasi ve benzodiazepinlere goére ertesi giin etkilerinin mininmum Seviyede

olmas1 uykusuzluk tedavisinde tercih edilmesinin nedenlerindendir (4).

Ulkemizde heniiz zolpidem igerikli ilaglar iiretilmemesine karsilik, 17 Ocak 2007 tarihli,
26406 sayili resmi gazetede yaymlanan Dis Ticarette Standardizasyon Tebligi, Teblig No:

2007/20°de Ek I’de 6zel izin alinmasi gereken maddeler sinifina dahil edilmistir (8).

1993’te, asepromazin ile baglantili zolpidem igeren ilk 6liim olgusu bildirilmistir. Her iKi
ilacin da karsilikli toksik etkilerinin giiglendigi ve 6liime sebebiyet verdigi tayin edilmistir
(34). Bu olgudan sonra zolpidemin adli bilimler a¢isindan 6nemi fark edilmis olup, zolpidem

iizerine ¢aligmalara yogunlasilmistir.

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinin acil servisine biling bozuklugu ve kasilma
sikayeti ile gelen Ingiliz vatandasi hastanin, depresyon tedavisi i¢in antidepresan ve giinde 2
doz halinde 10 mg’lik zolpidem igerikli ila¢ kullandigi, bir siire sonra antidepresan1 kendi
kendine kesmis olup zolpidem kullanimin1 giinde 8 tablete c¢ikardigi bilgisi esinden
almmistir. Zolpidemin sabah dozunu aldiktan sonra aksam dozunu almadan ndbet gegirdigi
belirlenmistir. Tedavi sirasinda da bir nobet daha geciren hastanin durumu diazepam ile
kontrol altina alinmistir. Yapilan tetkikler sonrasinda zolpidem kullanimina bagli yoksunluk
sendromu nedeniyle ndbet geg¢irdigi sonucuna varilmistir. Olgu 3 yildir giinde 80 mg’lik
zolpidem kullaniyor olup aksam dozunu geciktirdigi i¢in yoksunluk sendromu nedeniyle
nobet gecirmistir (20). Zolpidemin terdpatik dozlarda tolerans gelistirmedgi bilinse de,

benzodiazepin benzeri olmasindan dolay1 bagimlilik potansiyeli yiiksektir (35,36).



64

1994°te, 344 akut zolpidem zehirlenmesi vakasinin incelendigi ¢alismada, 6lim vakalarinin
toplam vakalarin % 6'si1 olusturdugu; fakat zolpidem ile dogrudan iligkili olmadiklar
goriilmiistiir. Alkol ve/veya diger psikotropik ilaglar1 tiikketen ve vakalarin yarisini olusturan

bireylerde tayin edilen zolpidem miktarimin 10 ila 1400 mg arasinda degistigi saptanmustir.

Zehirlenme tedavisi ise gastrik lavaj ile yapilmistir (26).

Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda araba kullanimi sirasinda zolpidemin bazi yan etkilerinin
olabilecegi kanitlanmistir. Coleman ve ark. 2004 yilinda 54 yasinda bir erkegin kuralsizca
araba kullandig1 bir olguda yaptiklar1 ¢alismada, Siiriicliniin; cams1 gozlere, sert konusmaya,
yavas hareketlere ve son derece zayif koordinasyona sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Nefes
alkol testinin negatif oldugu goriilmiistiir. Kandaki toksikolojik analiz sonucunda; zolpidem
(100 ng/mL), fluoksetin (25 ng/mL), norfluoksetin (90 ng/mL) ve hidrokodon (8.8 ng/mL)
oldugu tespit edilmistir (28). 2002°de Baselt yaptigi olgu ¢alismasinda; direksiyon basinda
ataksi, kafa karisikligi ve uyku hali sergileyen; sabah ise dogru yola ¢ikmadan &nce
yanliglikla 10 mg zolpidem alan bir kadinin kaninda yaptig: analiz sonucunda, kanda bulunan
zolpidem miktarinin 0.119 mg/L oldugunu bildirmistir (29). 1997°de Goodall tarafindan;
sarhosken ara¢ kullandiklar tayin edilen 15 olgunun incelenmesi sonucu, 4olguda, zolpidem
bulunan tek ilag olmustur ve kan konsantrasyonu 0.11-0.54 mg/L araliginda tespit edilmistir

(30).

Zolpidem, adli bilimlerde sikga karsilasilan ilag ile kolaylastirilmis cinsel saldirilarda
kullanilan ilag etken maddelerindendir. 2004 yilinda, kolaylastirilmis iKi cinsel saldir1 vakasi
Villian ve ark. tarafindan incelenmistir. IIk vakada; mide rahatsizlig1 sikayeti ile hastaneye
bagvuran geng bir kadin, bir erkek tarafindan kahve ikram edildikten sonra bilingsiz halde
uyuyakalip, uyandiktan sonra cinsel tacize ugradigini fark etmistir. Saldiridan 15 giin sonra
toksikolojik analiz igin toplanan sa¢ 6rneginin 2 cm’lik kism1 LC/MS/MS ile test edilip 4.4

pg/mg zolpidem icerdigi tayin edilmistir. Ikinci vakada; bir ickinin ardindan arkadas:
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tarafindan saldiraya ugrayan 37 yasinda bir kadindan, saldiridan 9 saat sonra alinan kan
orneginin incelenmesi sonucunda 390 ng/mL zolpidem igerigi bulunmustur (32). 2003
yilinda; 12 yasinda bir kiz ¢ocugu, bakicisinin erkek arkadasi tarafindan defalarca cinsel
saldirtya ugramistir. Kizin saldirilara dair bir hatiras1 olmamasina ragmen, her saldir1 sonrasi
siddetli zihinsel karigiklik oldugunu belirtmistir. Olay yeri inceleme sonrasinda bakicinin
evinde bos zolpidem kutulari bulununca iddia edilen son saldiridan yaklasik 2 hafta sonra
toksikolojik analiz i¢in sa¢ toplanmis ve 6.7 ng/mg konsantrasyonda zolpidem varligi tayin

edilmistir (33).

Zolpidem; kasithh ya da kasitsiz zehirlenmeler sebebiyle su¢ unsuru olarak
degerlendirilebilmektedir. 1996’da; 68 yasinda bir kadinin en az 30 Ambien tableti almas1
sonucu evinde Olii bulunmasi {izerine yapilan postmortem analizler sonucunda; kanda 4.1
mg/L zolpidem, 19.3 mg/L meprobamat ve 2.3 mg/L karisoprodol varligi gozlenmistir (1).
1999 yilinda Keller ve ark., bilinmeyen miktarda zolpidem aldigi belirtilen kasitli bir
zehirlenme vakasinda, postmortem yapilan ¢alismada; kalp kaninda 0.75 mg/L, femoral kanda

0.52 mg/L ve idrarda 1.32 mg/L zolpidem varligini tespit etmislerdir (5).

Zolpidem etken maddesinin analizi ile ilgili yapilan analitik c¢aligmalara bakilacak oldugunda,
Shi Y ve ark. Tarafindan 2012 yilinda UPLC/MS/MS ile bir validasyon ¢alismasi sonucunda,
zolpidem i¢in dogrusal aralik 0.1-300 ng/mL olup korelasyon katsayis1 >0.9995 bulunmustur.
Idrar numunelerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, LOD 0.05 ng/mL, LOQ 0.1 ng/mL olarak
belirlenmistir. Yapilan calismada geri kazanim araliginin %70-98.3 arasinda oldugu, giin ici
ve 1 giin sonra yapilan analizler sonucunda miktar tayini degisim oranmnin %15 oldugu

saptanmustir (71).

1995’te  GC-NPD ile yapilan bir validasyon c¢alismasinda 50, 100 ve 200 ng/mL

konsantrasyonlarinda giin i¢i yapilan 10 adet tekrar sonucu %RSD 50 ng/ml i¢in 7.5, 100
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ng/mL igin 4.2, 200 ng/mL igin 2.4 olarak saptanmistir. Zolpidem i¢in dogrusal aralik 1-400
ng/mL olarak belirlenmistir. Geri kazanim oraninin ise %80-%110 arasinda oldugu
bildirilmistir (72). 2001 yilinda siirlis bozuklugu nedeniyle tutuklanan 29 kisiden alinan kan
orneklerinde yapilan ¢aligmalarda; tespit edilen zolpidem konsantrasyonlari 0.05-1.4 mg/L
arasinda bulunmustur. Tespit edilen tek maddenin zolpidem oldugu 5 vakada ise kan
konsantrasyonu 0.08-1.40 mg/L olarak belirlenmistir (73). 1997 yilinda Lichtenwalner ve ark.
tarafindan GC-MS sisteminde yapilan postmortem olgunun incelendigi bir g¢alismada;
toksikolojik analizler sonucunda zolpidem i¢in kan konsantrasyonu 7.9 pg/mL, idrar
konsantrasyonu 4.1 pg/mL ve gastrik igerik konsantrasyonu 7 mg (emilmemis) bulunmustur
(2). 1995 yilinda ¢oklu ilag intoksikasyonu sonucu oliimle sonuglanan bir olguda yapilan
calismada; kalp kaninda 2.91 pg/mL, periferik kanda 1.4 pg/mL, idrarda 2.13 pg/mL,

karacigerde 4.74 ng/g ve mide igeriginde 172 mg zolpidem tespit edilmistir (7).

Zolpidemin gida ve igeceklere katilarak madde etkisi altinda islenen suglar kapsaminda
kullanimina dair galigmalara bakildiginda (74), 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada zolpidemin
cesitli iceceklerdeki ¢oziinirliigi LC-MS/MS sisteminde incelenmistir. 10 mg’lik 2 adet
Stilnoct tableti ezilerek 250 mL saf su, maden suyu ve elma sarabina ayr1 ayr1 eklenmis; 2, 5,
15 ve 30. dakikalarda analiz edilmistir. 2. dakikada; saf suda 68 + 2.8 pg/mL, maden suyunda
80 + 1.9 pg/mL, elma sarabinda 74 + 1.6 pg/mL zolpidem konsantrasyonu bulunmustur. 5.
dakikada; saf suda 68 + 3.3 pg/mL, maden suyunda 82 + 2.8 pg/mL, elma sarabinda 76 + 2.0
pug/mL zolpidem konsantrasyonu tespit edilmistir. 15. dakikada; saf suda 72 + 2.5 pug/mL,
maden suyunda 74 £ 3.9 pg/mL, elma sarabinda 85 + 2.8 pg/mL zolpidem konsantrasyonu
bulunmustur. 30. dakikada tespit edilen zolpidem konsantrasyonlar1 saf su icin 71 + 2.5
pg/mL, maden suyu icin 76 £ 0.51 pg/mL, elma sarabi i¢in 84 + 0.66’dir. Ayrica; 10 mg’lik 2
adet biitiin tablet, 15 adet ezilmis tablet ve 15 adet biitiin tabletler iizerinde de ayn1 analizler

yapilmistir (3). Sonuglardan da goriilecegi gibi gelistirdigimiz bu analiz yontemi sayesinde,
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zolpidemin yiyecek ve iceceklere katilmasi durumunda kolaylikla tespit edilebilecegi

anlagilmaktadir.

Yukarida bahsi gecen c¢alismalarda zolpidem etken maddesi farkli analitik teknikler
kullanilarak farkli matrikslerde analiz edilmistir. Her analitik teknigin farkli matrikslere gore
degiskenlik gosterebilen tayin limitleri ve performans parametreleri bulunmaktadir. Bizim
caligmamizda ise GC-MS sisteminde, kolay ve hizli ¢ekitleme asamasi ile bir analiz yontemi

gelistirilmistir.

Calismamizdan elde edilen dogrusallik sonuglarina gore; zolpidemin dogrusal araligi 10-200
ng/mL olarak belirlendi. Bu araliktaki korelasyon katsayist R?= 0.9972 bulundu. Elde edilen
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.28 pg/mL ve 0.35 pg/mL’dir. Idrarda geri kazanim yiizdesi
15 pg/mL’lik konsantrasyonda %93.5+9.73, 20 pg/mL’lik konsantrasyonda %93.40+8.32, 50
ug/mL’lik  konsantrasyonda %94.4149.84 bulundu. Tekrarlanabilirlik i¢in 3 ayn
konsantrasyonda caligilan geri kazanim numunelerinden; 15 pg/mL konsantrasyonundaki 6
adet Ornegin ortalamasi 14.03+1.46 pg/mL, bagil standart sapma degeri 10.41, 20 pg/mL
konsantrasyonundaki 6 adet Ornegin ortalamasi 18.68+1.66 png/mL, bagil standart sapma
degeri 8.91, 50 pg/mL konsantrasyonundaki 6 adet drnegin ortalamasi 47.21+4.92 ng/mL,
bagil standart sapma degeri 10.42 olarak tespit edildi. Stabilite ¢alismasi i¢in 7 giin ara ile
analiz edilen 6rneklerdeki degisim %0.017 bulundu. %1’in altinda bulunan bu degisim orani
yontemin stabilitesini kanitlamis oldu, ayrica oda sicakliginda 1 hafta boyunca bekletilen

numunedeki degisim oraninin oldukca diisiik olmas1 yontemin saglamliginin da bir kanitidir.

Calismamizdaki geri kazanim oranlarinin diger ¢alismalar ile karsilastirildiginda benzer veya
daha yiiksek verimli olduklar1 belirlendi (5,71,72). Calismamizda valide edilen GC-MS
yonteminin dogrusal araliginin, diger analitik sistemlerde ve farkli dedektdrlerle yapilan

caligmalar kadar hassas olmadigi gozlense de, gerek intoksikasyon vakalarim1 gerekse
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yiyecek-igeceklere katilan madde konsantrasyonlarii tayin edebilecek bir yontem oldugu
diistintilmektedir. Gelistirilen yontemde numunenin GC-MS sistemine 5:1 oraninda boliinerek
(split) tatbik edilmesi ve numune miktarinin 1 mL oldugu diisiiniildiigiinde, gerekli oldugunda
split oraninin diisiiriilmesi ve numune hacminin artirtlmast ile zolpidem konsantrasyonunun
tayin edilebilir sinirlara ulasmasi1 miimkiindiir. Bu ¢alismada kullanilan ¢ekitleme yontemi
olan sivi-sivi g¢ekitleme yontemi yiiksek geri kazanim verimine sahip, kesinligi ve tekrar
edilebilirligi yiiksek bir yontem olarak bulunmustur. Ucuz, hizli ve giivenilir bir yontem olan
bu ¢ekitleme yontemi hem kan, idrar gibi klinik ve adli toksikolojiyi kapsayan biyolojik
matriksleri hem de yiyecek ve iceceklerden zolpidem tayin edilmesini kapsayan kriminalistik

alanina fayda saglayacak bir yontemdir.
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6.SONUC
Bu ¢alismada, adli bilimler agisindan 6nemi olan ve giincelligi diinya ¢apinda artan zolpidem
etken maddesi i¢in, GC-MS sisteminde, bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda, zaman alici, karmasik ve yiiksek maliyetli 6rnek hazirlama basamaklari
olmadan, tekrarlanabilir, kesin, yiiksek geri kazanim verimine sahip ve giivenilir araliklarda
sonug veren bir yontem valide edilmis olup; gelistirilen bu yontem idrara maddenin katilmasi

sureti ile test edilmistir.

Medikal kullanimi ile beraber suiistimali de artis gosteren zolpidem; cinsel suglari
kolaylastirmasi, kasith ya da kasitsiz zehirlenmelere sebep olmasi, benzodiazepinlere gore
daha az yan etkilerinin olmasi, giinlikk isleri (araba-ara¢ kullanmak gibi) etkileyebilecek
motor becerilere etki etmesi gibi sebepler ile adli bilimler agisindan 6nemli hale gelmistir.
Zolpidemin tek basina kullanimi (birkag 6rnek disinda) 6liime sebep olmamis olsa da; tek
bagina yarattig1 etkilerinin ve alkol ya da diger maddeler ile beraber kullanildigindaki
etkilerinin daha ayrintili arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Ulkemizde bu konuda ¢ok fazla

calisma olmadigindan, bu ¢alismanin literatiire katkisinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma ile; yukarida adli bilimler alanindaki 6nemi belirtilen zolpidem etken maddesinin
antemortem, postmortem zehirlenmelerde ve icecek-yiyeceklerden tayin edilme
caligmalarinda giivenle kullanilacak, ucuz, hizli ve giivenilir bir yontem kazandirilmistir.
Ileriki caligmalar ile daha diisiik tayin limitlerine ulasabilecek, daha hassas yontemlerin

gelistirilmesi hedeflenmektedir.
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