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DERLEME

Yarig atlarinda kullanimi suistimal edilen
bazi non-steroidal antienflamatuvar
ilaclarin biyolojik orneklerden
kromatografik yontemlerle miktar tayini

Esra Tatar', Sibel Topcu?, ilkay Kiiciikgiizel!

OZET: Diinya Anti-Doping Ajansi (WADA) tarafindan hazirlanan ve giincellenen, yarigmalar
sirasinda ve/veya serbest zamanlarda kullanimi yasakli ila¢ gruplarini ve yéntemlerini ice-
ren listelerde yer almayan, ancak atlarda kullanimi suistimal edilen bazi non-steroidal an-
tienflamatuvar ilaglarin (asetilsalisilik asit, benzidamin, bufeksamak, diklofenak sodyum,
diflunisal, eltenak, etodolak, etorikoksib, felbinak, fenilbutazon, flufenamik asit, fluniksin,
flurbiprofen, ibuprofen, indometazin, indoprofen, karprofen, ketoprofen, ketorolak, meklo-
fenamik asit, mefenamik asit, meloksikam, mofebutazon, naproksen, niflumik asit, nimesu-
lid, oksifenbutazon, piroksikam, ramifenazon, selekoksib, sulindak, tenoksikam, tiaprofe-
nik asit, tolfenamik asit, tolmetin, valdekoksib ve vedaprofen) atlara ait biyolojik érnekler-
den hareketle kromatografik yontemlerle gerceklestirilen nicel ve nitel analizleri ana hatla-

r1 ile derlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kromatografi, ilac izZlenmesi, non-steroidal antienflamatuvar ilaclar, atlar.

ATLARDA AGRI VE TEDAVISI

Yaris atlarinin aniden gelisen ve agiklanamayan
nedenlerle veya yarislar ve antrenmanlar sirasin-
da meydana gelen yaralanmalar sebebiyle 6ldii-
gt bilinmektedir. Agirliklari, mensup olduklar:
irklara gore 350-1000 kg arasinda degisen ve bu
agirhig tasiyan ayak bileklerinin kalinlig: bir in-
saninkinden ¢ok da farkli olmayan atlar, kas-
iskelet sistemleri gelisimini tamamlamadan ya-
rislarda ve antrenmanlarda saatte yaklasik 30 mil
hizla kosmaya zorlanmakta ve meydana gelen
yaralanmalarin tedavisinde yiiksek dozda narko-
tik analjezikler ve temini kontrole tabi recetelere
bagli olmadig: icin kolaylikla satin alinabilen
non-steroidal antienflamatuvar ilaglar kullanil-
maktadir (1).

Yarislar ya da antrenmanlar sirasinda atlarda
meydana gelen yaralanmalarin nedeni olarak
gosterilen dis faktorler; cevresel sartlar ve beslen-
meye bagli kosullar, yaris pistinin uzunlugu, ya-
r1s pisti zemininin fiziksel kosullari, atin kostugu
yarislarin sikligr ve antrenman yontemi olarak
belirlenirken bazi i¢ faktorler; atin yasi, irki, has-
talik hikayesi basliklar1 altinda toplanmistir. Ya-

riglar sirasinda meydana gelen bir yaralanma ata
otenazi uygulanmasini gerektirecek kadar agirsa
katastrofik, atin tedavi ile saglikli hale getirilebi-
lecegi diistintiliiyorsa non-katastrofik olarak ta-
nimlanmustir. Ornegin; 1 Ocak 1995'ten 31 Aralik
1996’ya kadar Kentucky’'de yapilan yarislarda
meydana gelen 210 yaralanmanin 84’ katastro-
fik olarak degerlendirilirken 126’s1 yani %601
non-katastrofik olarak degerlendirilmistir (2).

WADA (3) tarafindan hazirlanan ve giincellenen
listelerde, yarismalar sirasinda kullanimi yasakl
olan ila¢ gruplarindan biri de narkotiklerdir. Bu-
nunla birlikte, non-steroidal antienflamatuvarla-
rin bu listede yer almamasi bu ilaclarin kétiiye
kullanilmasina neden olmaktadir. Yasakli madde-
ler listesinde yer almayan non-steroidal antienfla-
matuvar ilaglarm kullanimina smirlama getirmek
amactyla Amerikan Ulusal Binicilik Gontilliilerini
Koruma Birligi (National Horsemen’s Benevolent
& Protective Association) tarafindan 2003 yilinda
yaymlanan bildiride (4) yarismalar sirasinda yapi-
lacak doping kontrollerinde kistas alinmak tizere
non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin idrar ve
plazmada tayin alt limitleri agiklanmstir. Buna
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ragmen, Uluslararas1 At Yaris: Yetkilileri Federasyonu (Interna-
tional Federation of Horseracing Authorities) 2007 yilinda ya-
yimladigi raporunda (5) 13 tilkede siirdiirdiigii doping kontrol-
leri kapsaminda yapilan 517 analizin 229'unda fenilbutazon,
63’tinde ise fluniksin tespit edildigini bildirmistir. Plazma tayin
alt limitleri oldukga genis bir araliga sahip olan fluniksin (1-500
ng/ml) ve fenilbutazon’un (5-700 ng/ml) atlara ait biyolojik 6r-
neklerde siklikla tespiti non-steroidal antienflamatuvar ilaclarin
yaris atlarinda tedavi amacl degil de prostaglandin sentezini
baskilamalar1 nedeniyle enflamasyonlu dokunun olusturdugu
agriya karsi asirt duyarlilig1 azaltarak ya da ortadan kaldirarak
atlarin fiziksel performansini arttirmak igin kullanildigimmn car-
pic1 bir gostergesidir (2).

Uluslararast Agr1 Arastirmalar: Teskilati'na (International As-
sociation For The Study of Pain, IASP) gore agry;, ' Var olan veya
olast doku hasarina eslik eden veya bu hasar ile tanimlanabilen hosa
gitmeyen duysal ve duygusal deneyim ve bir korunma mekanizmast”
olarak tanimlanmaktadir (6-7).

Hayvanlarin agriy1 lobotomi uygulanan insanlarin hissettikleri
agriya benzer sekilde hissettikleri 6ne siirtilmiis ve hayvanlarda
agrmin; doku hasari ile agrinin algilanmasi arasinda olusan
elektrokimyasal olaylarin bir biitiinti, yani nosisepsiyon olarak
tanimlandig bildirilmistir. Bu varsayimlar, hayvanlarin hosa
gitmeyen duysal ve duygusal deneyimleri insanlarin biling dii-
zeyinde yasamamalari ile temellendirilmistir (8). Uluslararas:
Agr1 Arastirmalari Tegkilati biinyesinde 2003 yilinda kurulan
Uluslararast Veteriner Agr1 Kontrolii Akademisi (International
Academy of Veterinary Pain Management, IVAPM); calisma
alanmi hayvanlarda agr1 teshisi ve tedavisi olarak belirlemistir.
2010 Yilinda yaymnlanan bir makalede hayvanlarda agrimn
daha genis kapsamli bir tanimi yapilmis ve agr1 hayvani yara-
lanmadan veya viicut biitiinltigiintin bozulmasina yol acacak
herhangi bir durumdan haberdar eden, hayvann fizyolojisini
ve tepkilerini hasar1 azaltmak, kendinden uzaklastirmak, tek-
rarlama olasiligini azaltmak ve iyilesmeyi tesvik etmek icin de-
gistiren caydirici bir duyusal etken ve duygusal deneyim olarak
tanimlanmistir. Ayni arastirmada, atlarda agrinin endise, istek-
sizlik, topallama, belirli bir ayaga agirligini vererek basma, yii-
riirken zemine takilma gibi klinik agidan 6nemli isaretlerle ken-
dini belli ettigi bildirilmis ve bu isaretlerin nedenlerinin arasti-
rilmamast sonucunda agr1 kroniklesirse ya da siddetli hale ge-

TABLO 3.1.1. Atlarda akut agrilarin tedavisinde kullanilan ilaglar.

lirse tedavi edilemez bir tablo olan hastalik sendromuna doénii-
sebilecegi uyaris1 yapilmistir (9).

insanlarda oldugu gibi atlarda da; kizariklik, sisme, ates, agr1
ve islev kaybinin temel belirtileri oldugu ifade edilen enfla-
masyon tablosunda agriya kars: asir1 duyarliligin (hiperaljezi)
da enflamasyonla es zamanli olarak olustugu ve doku zede-
lenmesi ve onarilmasindan sorumlu araci bilesiklerin de bu
durumu tetikledigi bildirilmistir (1). Hiperaljezi olusumunda,
hiicre zarinin bozulmasini takiben arasidonik asitten hareketle
tiretilen ve 6zellikle fibroblastlardan ve sinoviyositlerden ser-
bestlestirilen prostglandinler anahtar rolii oynamaktadir.
Prostaglandinlerin olusum mekanizmasi incelendiginde; sik-
looksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) olmak tize-
re iki izoformu bulunan siklooksijenazlarin (COX) tartisiimaz
etkisini gormek miimkiindiir. Bu nedenle agr1 tedavisi de bu
iki enzimin inhibe edilmesi tizerine kurulmustur (1).

Atlarda; agri, siireye gore siniflandirilmakta, akut agr1 ve kro-
nik agr1 olmak tizere iki alt tipi bulunmaktadir (1):

Atlarda akut agrilarin genellikle cerrahi girisimler sonrasi gelistigi
bildirilmistir. Cerrahi girisimin yapildig1 bolgeye gore akut agrilar;
genel agrilar, kas-iskelet sisteminden kaynaklanan agrilar ve visse-
ral (i¢ organlarla ilgili) agrilar olarak siflandirilmustir (1, 8).

Atlarda genel agrilarin ve kas-iskelet sisteminden kaynakla-
nan agrilarin tedavisinde non-steroidal antienflamatuvar ilag-
lar (NSAID) tercih edilen ilk ilag grubu iken atlarda karsilasi-
lan en yaygin visseral agr1 6rnegi olan koliklerin tedavisinde
a, agonistler, lidokain ve butilskopolamin’den sonra non-
steroidal antienflamatuvar ilaglarin tercih edildikleri bildiril-
mistir (1,10). Atlar tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda p
(morfin) reseptdriine baglanan narkotik analjeziklerin tedavi
dozlarinda lokomotor ve otonom uyaranlar olusturdugu ve
bununla birlikte analjezi diizeyinin ihmal edilebilecek diizey-
de diistik oldugu buna karsin kappa reseptor agonistlerinin at-
larda daha yiiksek analjezik etkinlik gosterdigi bildirilmesine
ragmen cerrahi girisim sonrasi agr1 tedavisinde p reseptoriine
baglanan uzun etki stireli bir kismi agonist opioid olan
buprenorfin’in tercih edildigi bildirilmistir (8, 11).

Atlarda akut agrilarin tedavisinde kullanilan ilaglar Tablo
3.1.1"de verilmistir.

Kas-iskelet Sisteminden
Kaynaklanan Agrilar

Genel Agrilar

Visseral Agrilar

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglar

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaclar

o2-Agonistleri

Opioidler
Morfin
Metadon
Meperidin
Butarfanol
Buprenorfin
Tramadol

a2-Agonistleri
Ksilazin
Detomidin
Medetomidin
Romifidin
Lokal anestezikler
Ketamin
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a2-Agonistleri

Lokal anestezikler

Lidokain

Opioidler Butilskopolamin

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglar
Opioidler
Butarfanol

Morfin
Fentanil
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TABLO 3.1.2. Atlarda kronik agdrilarin tedavisinde kullanilan ilaglar.

Kas-iskelet Sisteminden Kaynaklanan Agrilar

Visseral Agrilar

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglar
Lokal anestezikler (6zellikle Lidokain)
Morfin

Butarfanol

Fentanil

Ketamin

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglar
Lidokain
Butilskopolamin
a2-Agonistleri (6zellikle Ksilazin)
Butarfanol

TABLO 3.1.3. Atlarda agr tedavisinde siklikla kullanilan non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin dozlari, doz rejimleri ve uygulama yollari.

Doz (mg/kg)

Doz Araligi (saat) Uygulama Yolu

Fluniksin meglumin 0,2-1,1
Fenilbutazon 2,2-4,4
Dipiron (Metamizol) 10-20
Asetilsalisilik asit 5-20
Naproksen 5
Ketoprofen 2,0-2,5
Karprofen 0,7-1,4
Vedaprofen 1
Meloksikam 0,6
Etodolak 23
Eltenak 0,5

Atlarda kronik agrilarin, kas-iskelet sisteminden kaynaklandi-
g1 veya visseral tipte agrilar oldugu ve kronik agrilarin tedavi-
sinde non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin tercih edilen ilk
ila¢ grubu oldugu bildirilmistir (1).

Atlarda kronik agrilarin tedavisinde kullanilan ilaclar Tablo
3.1.2'de verilmistir.

Atlarda agr1 tedavisinde siklikla kullanilan non-steroidal anti-
enflamatuvar ilaglarin dozlari, doz rejimleri ve uygulama yol-
lar1 Tablo 3.1.3"te verilmistir.

Yaris atlarinda, agr1 kontrolii amaciyla kullanilan narkotik
analjeziklerin ve non-steroidal antienflamatuvar ilaclarin do-
ping amaciyla kotiiye kullanilabildigi bilinmektedir. Yirminci
ytizyilin baslarinda doping terimi yaris atlarina verilen afyon
ve benzeri narkotik karisimlar: tanimlamak i¢in kullanilmistir
(12). Narkotik analjezikler, kuvvetli agr1 kesici etkilerinden
dolay1 agr1 esigini yiikselttiklerinden yaris atlarmin agrilarini
duyumsamamalar1 ve yiiksek fiziksel performans gerektiren
antrenman ve/veya yarisma kosullarinda sakinlik hali olus-
turmalar1 nedeniyle tercih edilmislerdir. Gerek diinyanin ce-
sitli tilkelerinde gerekse de tilkemizde narkotik analjeziklerin
recete edilmelerinin ve kullanilmalarinin kontrole tabi olmasi
regetesiz olarak da edinilebilen non-steroidal antienflamatu-
var ilaclarin narkotik analjezikler yerine doping olarak kulla-
nilmasmin yolunu agmustir.

Uluslararast At Yaris: Yetkilileri Federasyonu tarafindan yapi-
lan arastirmada, yarismalar sirasinda yaris atlarindan alman
numunelerde diklofenak sodyum, dimetil stilfoksit, etodolak,
fenilbutazon, fluniksin, flufenamik asit, flurbiprofen, ibupro-
fen, indometazin, ketoprofen, naproksen, oksifenbutazon, ra-
mifenazon ve tolfenamik asit gibi antianflamatuvar ilaglarin
tespit edildigi bildirilmistir. 1983-2007 yillar1 arasinda, gerek
yarismalar sirasinda gerekse yarisma dist kosullarda yaris at-

8-12 iv, im, po
12-24 iv, po
8-12 iv, im
24-48 po
24 iv, po
24 iv, im
12-24 iv, po
12-24 iv
12-24 iv
12-24 iv, im, po
12-24 iV

larindan alinan numunelerde tespit edilen non-steroidal anti-
enflamatuvar ilaglar ve bazi non-steroidal antienflamatuvar
ilaclara ait metabolitler Tablo 3.1.4"te verilmistir (5).

2003 y1ilinda yayinlanan bir bildiride (4) yaris atlarindan alinan
kan ve idrar numunelerinde siklikla tespit edilen ancak yaris
atlarinin performanslarini cok fazla etkilemedikleri diistintilen
ve daha ¢ok tedavi amaciyla kullanilan bazi non-steroidal an-
tienflamatuvar ilaclarin kullanimina sinirlamalar getirilmis ve
bu bilesiklerin atlara ait biyolojik 6rneklerde 6l¢tim alt sinirla-
r1 agiklanmustir. Yarismalar sirasinda kullanilmalar: simirlandi-
rilan non-steroidal antienflamatuvar ilaglara ait tayin alt smnur-
lar1 Tablo 3.1.5"te verilmistir.

GAZ KROMATOGRAFISi-KUTLE SPEKTROMETRISI
(GC-MSN), SIVI KROMATOGRAFiSi-

UV SPEKTROSKOPISIi (LC-UV) VE SIVI
KROMATOGRAFiSi-KUTLE SPEKTROMETRISi
(LC-MSN) YONTEMLERI KULLANILARAK YAPILAN
DOPING KONTROLU VE BiYOiZLEME CALISMALARI
GC-MS tekniginin, giintimiizde ugucu olan zenobiyotiklerin
tayini i¢in kullanilmakta olan ¢ok hassas ve 6zgiil bir yontem
oldugu bilinmektedir. Sistematik toksikolojik analizlerde
elektron carptirma (EI) yontemi ile ¢alisildiginda kapsaml ta-
ramalarin yapilabildigi ve bu yontemin 6.400’den fazla toksik
maddenin ve 200.000’den fazla kimyasalin kiitle spektrumlari-
nin birbirleriyle karsilastirtlabildigi bildirilmistir. EI yontemi
ile bir molekiil iyonu piki elde edilemediginde, pozitif iyon
kimyasal iyonlastirma (PCI) yontemi ile calisilarak molekiil
iyonu pikinin olusturuldugu ifade edilmistir. Negatif iyon
kimyasal iyonlastirma (NICI) yonteminin ise PCI ve EI teknik-
lerine gore elektronegatif gruplar (6rnegin halojenler) tastyan
bilesiklerin veya tiirevlendirme sonucunda yapilarma 6zellik-
le halojenlerin kazandirildig: bilesiklerin analizi i¢in daha du-
yarli bir yontem oldugu ac¢iklanmustir. NICI yontemi ile yapi-
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TABLO 3.1.4. 1983-2007 yillar arasinda yaris atlarindan alinan numunelerde tespit edilen non-steroidal antienflamatuvar ilaglar ve metabolitleri.

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar

Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaclara ait metabolitler

Asetilsalisilik asit Ketorolak

Benzidamin Meklofenamik Asit
Bufeksamak Mefenamik Asit
Diklofenak Sodyum Meloksikam
Diflunisal Mofebutazon
Dimetil stlfoksit Naproksen
Eltenak Niflumik Asit
Etodolak Nimesulid
Etorikoksib Piroksikam
Felbinak Ramifenazon
Fenilbutazon Selekoksib
Flufenamik Asit Sulindak
Fluniksin Tenoksikam
Flurbiprofen Tiaprofenik Asit
ibuprofen Tolfenamik Asit
indometazin Tolmetin
indoprofen Valdekoksib
Karprofen Vedaprofen
Ketoprofen

Fenilbutazon’a ait metabolitler:
a-Hidroksifenilbutazon
Oksifenbutazon

Selekoksib’e ait metabolit:
3-Hidroksimetilselekoksib

TABLO 3.1.5. Yarismalar sirasinda kullaniimalari sinirlandirilan non-steroidal antienflamatuvar ilaclara ait tayin alt sinirlari.

Tayin Alt Sinir1 (ng/ml)

Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglar idrar Kan Plazma
Dimetilstlfoksit - 1
Fenilbutazon 165 5 5-700
Fluniksin - 1-500
indometazin - 50
Ketoprofen - 50-100
Meklofenamik Asit 1 1-2,5
Naproksen 5

Oksifenbutazon 165 5 5
Salisilatlar ve Salisilik Asit 750 - 6,5

lacak bir analizde negatif iyonun olusturulabilmesi i¢in nétral
bir molekiil tarafindan bir elektronun yakalanmasinin saglan-
dig1 ve elektron yakalama icin gereken 6zgiil enerjinin analitin
molekiil yapisina bagli oldugu bildirilmistir. Elektronun ek-
lenmesi endotermik bir tepkime oldugundan, molekiiler an-
yonun fazla enerjiyle ytiklenmesi ile elektron kaybin: takiben
fragment anyonlar olusturmak tizere parcalanacag bildiril-
mistir. NICI yontemi ile ¢alisildiginda genellikle metan gazi-
nin (bazi durumlarda amonyak ve izobiitanin) reaktif gaz ola-
rak secildigi ve metanin se¢ilme nedeninin elektronlar1 yavas-
latip analit molekiil tarafindan tutulmalarini saglamasi oldu-
gu belirtilmistir (13-17).

Benzodiazepin veya klorpirifos gibi bilesiklerin elektronegatif
gruplar tasimalar1 nedeniyle N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroase-
tamit ve trimetilklorosilan (BSTFA-TMCS) veya N-metil-N-
(ter-butildimetilsilil)trifluoroasetamit gibi ajanlarla sililat tii-
revlerine doniisttiriildiikleri bildirilmistir. Diger ttim bilesikle-
rin, trifluoroasetik anhidrit (TFA), pentafluoropropiyonik an-
hidrit (PFP), heptafluorobiitirik anhidrit (HFB), pentafluoro-1-
propanol (PFPOH), hekzafluoro-2-propanol (HFPOL), pentaf-
luorobenzil bromdir/kloriir (PFB) veya bor triflortir (BF3) gibi
ajanlar kullanilarak halojenli ttirevlerine dontisttirtilebildigi,
siral reaktifler kullanilarak da siral analitlerin enantiyomerle-
rinin diastereoizomerlere doniisttirtilerek asiral kolonlar (ge-
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nellikle silika kapli kilcal kolonlar) vasitasiyla ayrilabildigi bil-
dirilmistir (13-17).

Atina olimpiyatlar: kapsaminda 2004 yilinda hizmet veren do-
ping kontrol laboratuvarinda GC-NPD (azot-fosfor detektorii)
kromatografi sistemi kullanilarak ugucu 6zellikteki uyaricila-
rin ve narkotiklerin, GC-kuadripol kiitle spektrometrisi kro-
matografi sistemi kullanilarak uyaricilar, narkotikler, steroit-
ler ve ditiretikler gibi yiiksek molekiil agirlikli ucucu molekii-
lerin, 12C/13C izotop oramim 6l¢ebilen GC-C-IRMS kromatog-
rafi sistemi kullanilarak testosteron gibi endojen olarak tireti-
lebilen ancak sentetik tiirevleri viicuda alinmak suretiyle kotii-
ye kullanilan bilesiklerin, GC-HRMS kromatografi sistemi kul-
lanilarak ise anabolik ajanlarin izlendigi ve miktar tayini calis-
malarinin yapildig: bildirilmistir (18).

Atlar tizerinde yapilan ¢alismalarin olusturdugu literattirler in-
celendiginde ilaglarin canli dokularindan alinan drneklerde bi-
yoizlenmesi ve/veya doping kontrolii amaciyla GC-MS" yo6n-
temiyle yapilan ¢alismalarin ¢ok sayida oldugu goriilebilir.

Atlarda gerek tedavi amaciyla gerekse doping olarak kullani-
lan ilag etken maddelerinin biyoizlenmesinin yapildig: labora-
tuvarlarda ytiksek basingli sivi kromatograf-UV detektor ve
yiiksek basingli sivi kromatograf-fluoresans detektorden olu-
san kromatografi sistemlerinin kullanimi, yiiksek basingl s1vi
kromatograf-PDA detektdrden ve yiiksek basinglt sivi kroma-
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tograf-kiitle detektoriinden olusan kromatografi sistemlerinin
yayginlasmasi ile eski 6nemini yitirmis, 6zellikle de yiiksek
basingli sivi kromatograf-kiitle detektoriinden olusan kroma-
tografi sistemlerinin ve APCI (atmosferik basingta kimyasal
iyonlastirma), EI (elektrosprey iyonlastirma) gibi yumusak
iyonlastirma yontemlerinin kullanildig: sistemlerin 6n plana
ciktig1 bildirilmistir. Yumusak iyonlastirma yontemlerinin ge-
listirilmesiyle diger kromatografik yontemlerle zorlukla tespit
edilen veya hig tespit edilemeyen yasakl: ilaglarin tanimlan-
mas1 mimkiin olmustur. Yumusak iyonlastirma yontemleri-
nin, zaman alan, is giicii gerektiren tiirevlendirme islemlerini
gereksiz kildig1 ve analizden o6nce hidroliz edilmesi gereken
konjuge metabolitleri de hidrolize ugratmaksizin tayin edebil-
me kolayligr sagladigr bildirilmistir. Sivi kromatografisinin;
ozellikle de ¢ok yiiksek performansl sivi kromatografisi (Ult-
ra Performance Liquid Chromatography; UPLC) cihazlarmin
tandem kiitle spektrometrisiyle (LC-MS?) birlikte kullanimi-
nin; analiz siiresini ¢ok kisaltmasi, analiz maliyetini diistirme-
si ve daha duyarli analiz sonugclar1 vermesi nedeniyle ¢cok ca-
buk benimsendigi bildirilmektedir (14, 19-23).

Tlaglarin canli dokularindan alman 6rneklerde biyoizlenmesi
ve/veya doping kontrolii gibi amaclarin disinda atin besin
iireten bir ¢iftlik hayvani olarak yetistirildigi baz: tilkelerde at
serumunda ve plazmasinda non-steroidal antienflamatuvar
ila¢ kalintilariin tespiti i¢cin de LC-MS ve/veya LC-MS? yon-
temi kullamilmaktadir. talya Saghik Bakanhigi'nin destegi ile
2006 yilinda Vinci ve arkadaslar: tarafindan (24) besin tireten
ciftlik hayvanlarmin (sigir, domuz, at ve tavsan) serum ve
plazmalarindaki non-steroidal antienflamatuvar ila¢ kalintila-
rimin LC-MS ve/veya LC-MS? yontemi ile kalitatif/kantitatif
analizi icin ilgili parametreler ve ila¢ kalintisinin teshisini ko-
laylastiran iyonlar belirlenmistir. LC-MS-ESI yontemi ile cali-
sildiginda; karprofen, meklofenamik asit ve salisilik asidin sa-
dece negatif iyon modunda izlenebilir oldugu, flurbiprofen ve
ibuprofen’in hem pozitif hem de negatif iyon modunda izlene-
bilir oldugu ancak pozitif iyon modunda ilgili iyonun sodyum
artig1 ile birlikte tespit edildigi, oksifenbutazon ve siiksibuta-
zonla calisildiginda pozitif iyon modunun daha iyi sonuglar
verdigi, ketoprofen, fenilbutazon, naproksen, niflumik asit,
diklofenak, tolfenamik asit ve mefenamik asit analizi s6z ko-
nusu oldugunda ise gerek negatif gerekse pozitif iyon modu
ile calisildiginda benzer sonuglar alindig1 acgiklanmistir. Do-
ping kontrolii amaci ile yapilmasa da, bu ¢alisma kapsaminda
calisilacak olan non-steroidal antienflamatuvar bilesige gore
secilecek iyon izleme yonteminin ve izlenmesi gereken iyonla-
rin tespit edilmis olmasmin biyoizleme ve doping kontrolii
amaciyla yapilan ¢alismalara 1sik tutacagini diistintilmektedir.

De Jong ve arkadaslarmin (25) 1989 yilinda yaymlanan ¢alisma-
larinda at idrarinda ibuprofen, ibufenak, aklofenak, diklofenak,
fenoprofen, ketoprofen ve naproksen’in miktar tayini icin tayin
alt stnur1 0,5 pg/ml olan GC-MS yontemi yerine tayin alt sinirmn
5ng/ml’ye kadar indiren GC-MS? yéntemini 6nerilerek at idra-
rinin karistk matrisinden gelebilecek iyonlarimn ilk detektorde tu-
tulmasimin ve segilmis reaksiyon izleme (SRM) yontemi ile cali-
silmasinin analizi kolaylastirdigini belirtilmistir.

Atlarda bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarm (fluniksin,
naproksen, indometazin, fenilbutazon ve mefenamik asit) kotii-
ye kullaniminin tespiti amaciyla Singh ve arkadaslar1 (26) tara-
findan 1991 yilinda yapilan bir ¢alismada, HPLC-UV ve HPLC-

fluoresans detektor sistemlerinin kullanildig: miktar tayini yon-
temleri gelistirmislerdir. flag suistimali agisndan pozitif olarak
tespit ettikleri 6rnekleri ise analizi dogrulama amaciyla bir kez
de gelistirdikleri GC-MS-SIM yontemi ile incelemislerdir. Calis-
manin sonucunda tek dalga boyunda tarama yapan UV detek-
tortin PDA detektore kiyasla daha hassas sonuglar verdigini,
naproksen ve fenilbutazon’ iceren 6rneklerde UV ya da PDA
detektorle calisildiginda daha hassas sonuglar alindigmi, GC-
MS yontemi ile asidik ilac etken maddeleri iceren 6rnekler ana-
liz edildiginde elde edilen sonuglarmn hassasiyetinin 6rnege
gore degiskenlik gosterdigi, naproksen’in at plazmasi ve idra-
rinda yapilan miktar tayini ¢alismalarinda en hassas tayin sonu-
cunun fluoresans detektorle alindig: bildirilmistir. GC-MS y6n-
temi ile asidik ilag etken maddeleri igeren 6rnekler analiz edildi-
ginde elde edilen sonuglarin hassasiyetinin 6rnege ve 6rnegin
derisimine gore degisiklik gosterdigi ve bu yontemin dogrula-
ma amactyla ornek belirli derisime zenginlestirildikten sonra
uygulanirsa daha hassas sonuglar verdigi actklanmistir

Beseri tedavide kullanilan tolfenamik asidin 1990’larda veteri-
ner tibbin kullanimina sunulmasi ile bilesigin atlarda topalla-
may1 maskeledigi ve bu nedenle doping amaciyla kullanildig-
nin tespiti tizerine Jaussaud ve arkadaslar1 (27) doping kont-
rollerinde kullanilmak tizere bir GC-MS yontemi gelistirmis-
lerdir. Calisma sonucunda incelenen plazma trneklerinde tol-
fenamik asidin insanlarda oldugu gibi atlarda da hidroksilas-
yona ugradigi, incelenen idrar 6rneklerinde ise tolfenamik asit
ve metaboliti olan hidroksi tiirevinin tolfenamik asidin oral
uygulamasini takip eden 48. ve 24. saatler igerisinde tespit edi-
lebilir oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 1’de tolfenamik asi-
din hidroksitolfenamik aside biyodontistimii gosterilmistir.
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Tolfenamik asit

Hidroksitol asit metabolitleri

SEKIL 1. Tolfenamik asidin hidroksitolfenamik aside biyodéntsimu.

Laakkonen ve arkadaslar1 (28) doping kontrol i¢in gelistir-
dikleri GC-MS yonteminin; hem at hem de insan idrarinda;
asetaminofen, diklofenak, diflunisal, fenoprofen, flufenamik
asit, fluniksin, ibuprofen, indometazin, ketoprofen, mefena-
mik asit, naproksen, oksifenbutazon, fenilbutazon, salisilik
asit ve tolfenamik asidin miktar tayini amaciyla uygulabilece-
gini bildirmislerdir.

Delbeke ve Debackere (29), atlara ag1z yoluyla 3 g fenoprofen kal-
siyum uygulanmasin takiben, fenoprofen’in, 24 saat igerisinde
idrarda, 9 saat igerisinde de plazmada tayin edilebilir diizeyde
bulundugu bildirilmislerdir. Ayni arastirma grubu tarafindan
yapilan bir bagka calismada (30), HPLC-UV y&ntemine ek olarak
kullanilan GC-MS yontemi yardimiyla da fenoprofen’in agiz yo-
luyla uygulanmasini takip eden bir saat icerisinde analiz edilen
tim idrar 6rneklerinde degismeden atilan fenoprofen’in ve kon-
juge metabolitlerinin tespit edildigi bildirilmistir. Alkali hidrolize
tabi tutulan idrar orneklerinde fenoprofen'in 48 saate kadar 0,2
pg/ml tayin alt sinirma sahip oldugu bildirilmistir. Enzimatik
hidrolize tabi tutulmus idrarda ve hidroliz islemi uygulanmayan
idrar orneklerinde fenoprofen’in sirastyla 24-36 ve 12-24 saate ka-
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dar tespit edilebilir oldugu belirtilmistir. Ayni calisma kapsamin-
da metillenerek tiirevlendirilmis idrar érneklerinin GC-MS yon-
temi ile incelenmesi sonucunda fenoprofen’in temel metaboliti-
nin monohidroksifenoprofen oldugu tespit edilirken, yapilarinda
ikiser hidroksil grubu tastyan iki izomerik minor metabolite de
rastlandig: bildirilmistir. Fenoprofen’in major ve minor metabo-

litleri Sekil 2'de gosterilmistir.
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SEKIL 2. 'Fenoprofen’in major ve minér metabolitleri .

Gonzélez ve arkadaslari tarafindan (31) at idrarmnda ve plazma-
sinda on yedi farklt non-steroidal antienflamatuvar bilesigin
metil iyodiir ile tiirevlendirme yapildiktan sonra GC-MS-SIM
yontemi kullanilarak miktar tayinleri yapilmistir. Ayrica bu ¢a-
lisma kapsaminda non-steroidal antienflamatuvar ajanlarin me-
til iyodtirle aseton icerisinde ve potasyum karbonat varligimda
ttrevlendirme kinetigi de calisilmistir: Propifenazon disinda
yukarida ad: gegen tiim non-steroidal antienflamatuvar ajanla-
rin kolayca tiirevlendirildigi, fenilbutazon ve oksifenbutazon
icin metilasyonun hem karboksilli asit hem de enol islevli grup-
lar1 tizerinden gerceklestigi, bahsi gecen iki islevli gruptan biri-
ni ya da her ikisini, tastyan diklofenak, fluniksin, naproksen ve
fenilbutazon'un tamamen tiirevlendirilebilmesi i¢in inkiibas-
yon siirecine ihtiya¢ duyulmadig: bildirilmistir. Tiirevlendirme
icin 60°C’de 90 dakika inkiibasyona tabi tutulan oksifenbutazon
ve salisilik asidin fenolik gruplarindan hareketle metil eterleri-
nin olustugu, ibuproksam molekiiliinde hidroksiamit artig:
tizerinden bis veya mono metillenme gerceklestigi izlenmistir.

Yaris atlarindan alinan idrar ve kan 6rneklerinin GC ve/veya
LC yontemleri ile analiz edilmesinden 6nce 6rnek hazirlama
ve tlirevlendirme siireclerini (32-39) kisaltmak amaciyla
Cardenas ve arkadaslari tarafindan (40) gaz kromatografa
bagli 6zel bir diizenek gelistirilmistir: Diizenegin 6n-derisim
basamaginda pH 9,5 amonyak tamponu icerisindeki 0,2 mol/1
derisimdeki non-steroidal antienflamatuvar standart ¢ozeltisi
veya 1 ml idrar veya sitrat tamponu ile pH’s: ayarlandiktan
sonra dietileterle tiiketilmis plazma 6rnekleri cihaza yiiklene-
rek birinci enjeksiyon birimi i¢ine yerlestirilmis Amberlite
XAD-2 kolondan (hidrofobik, ¢apraz bagl polistiren kopoli-
mer regine) 1 ml pH 9,5 amonyak tamponu ile gegirilmistir.
Non-steroidal antienflamatuvar ajanlar kolonda tutulurken
matristeki istenmeyen bilesenlerin atiga gectigi, aynm1 anda
ikinci enjeksiyon birimi asetonitril icerisindeki %20 asetik an-
hidrit ve %25 metil iyodtir ile dolduruldugu ve her iki enjeksi-
yon valfi de acikken tiirevlendirme ajaninin hekzan buharr ici-
ne enjekte edildigi ve buharin non-steroidal antienflamatuvar
ajanlarin tutuldugu recine kolondan ge¢mesini sagladig: ifade
edilmistir. Elde edilen fraksiyonun, K,CO; igeren kolonda 5
dakika alikonarak tiirevlendirme igsleminin tamamlanmasimin
saglandig1, bu siire sonunda sistemde tekrar akis saglanarak
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kolondan ¢ikan analiz 6rneginin susuz sodyum siilfat iceren
cam tiiplere 1 dakika boyunca toplandig1 ve bu ¢ozeltinin 1
ul’sinin gaz kromatografa enjekte edildigi belirtilmistir. Olus-
turulan deney diizenegi ile calisildiginda bos plazma 6rnekle-
rine tiiketme basamag1 déncesinde eklenen non-steroidal anti-
enflamatuvar ajanlarin %86-110 arasinda degisen degerlerde
geri kazanildig: bildirilmistir. Ayni amagla hareket eden Vo-
naparti ve arkadaslar1 (41), basit inorganik tuzlardan yiiksek
molekil agirlikli proteinlere kadar birbirinden ¢ok farkl: bile-
senleri ihtiva eden at idrarin1 900 kat seyrelterek ESI kaynag:
eklenerek diizenlenmis bir LC-MS-TOF sistemine uygulamis-
lar ve salisilik asidin miktar tayini icin yontem gelistirmisler-
dir. Salisilik asidin tasidig1 karboksilik asit islevli grubunun
kolaylikla protonunu kaybetmesi nedeniyle negatif iyonlastir-
ma yonteminin benimsendigi ¢alismada asetonitril-su karisi-
mindan olusan hareketli faza, en yiiksek duyarliligin saglana-
bilmesi ve en diizgiin pik seklinin eldesi i¢in formik asit, buz-
Iu asetik asit, amonyum format ve amonyum asetat ilaveleri
yapilmis ve sailisilik asit tayini igin en uygun modifiye edici
ajaninin asetik asit oldugu belirlenmistir.

Klaus ve arkadaglar1 tarafindan (42), tek doz i.v. dipiron uygu-
lamasin1 takiben at plazmasinda temel metabolit olarak izle-
nen 4-metilaminoantipirin’in eliminasyon yari-6mriiniin yak-
lasik 5 saat olarak GC-MS yontemi ile tespit edildigi bildiril-
mistir. Dipiron’un, 4-metilaminoantipirin’e yiikseltgenme tep-
kimesi Sekil 3’te gosterilmistir.
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Dipiron 4-Metilaminoantipirin

SEKIL 3. Dipiron’un, 4-metilaminoantipirin’e yikseltgenme tepkimesi.

1997 yilinda yayinlanan bir calisma kapsaminda (43) tek doz i.m.
fluniksin meglumin uygulamasin takiben bilesigin at plazmasm-
dan temizlenme stiresi GC-MS-SIM yontemi ile N,O-bis-
(trimetilsilil)trifluoroasetamit (BSTFA) tiirevlendirme belirteci
kullanilarak tespit edilmistir Kas i¢ine uygulandiginda enjeksi-
yon bolgesinden hizla emilen fluniksin meglumin’in yaklasik 30-
90 dakika araliginda en ytiiksek plazma derisimine eristigi ve ila-
cmn uygulanmasini takip eden 24. saat igerisinde bile plazmada
saptanabilir oldugu bildirilirken fluniksin meglumin’in i.v. veya
p-o. uygulanisinu takip eden 24. saat icerisinde plazmada tespit
edilemedigi tizerinde durulmustur. 1970'lerden beri atlarda agr1
tedavisinde ilk secenek olan fluniksin’in tek doz, p.o. veiv. uygu-
lamasin takiben 48 saat icerisinde GC-elektron yakalama detek-
torti yontemi ile idrarda tespit edilebildigi, GC-MS yontemi ile ca-
hisildiginda ise, fluniksin’in, tek doz i.v. uygulamasim takip eden
175. saat icerisinde dahi idrarda tespit edilebildigi bildirilmistir.
Tek doz fluniksin’in, i.m. uygulamasin takiben 32-42 saat igeri-
sinde GC-azot fosfor detektorti ile idrarda tespit edilebildigi bilgi-
sinden hareketle; 1999 yilinda yapilan bir calismada, fluniksin’in
1,1 mg/kg giinliik doz rejimine sadik kalinarak sagliklr atlara beg
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glinim. veyai.v. yoldan uygulanmasmin sonucunda alman idrar
drneklerini ITK, HPLC-UV ve GC-MS yontemleri ile incelemistir.
Idrar 6rneginin bazik ortamda hidrolizini takiben yapilan tiiket-
me sonrasinda elde edilen ¢6zelti 0,25 mm kalinliginda ve fluore-
sans indikator tasiyan silikajel plaga uygulanmis ve etil
asetat:metanol:derisik amonyumhidroksit ¢tzeltisi (85:10:5 h/h/
h)'nden olusan ¢ozticti karisimini igeren tanka yerlestirilerek ¢o-
ziicliniin 5 cm ytirtimesine izin verilmistir. Plaga 6nce Dragen-
dorff sonra %5 sodyum nitrit belirtecleri ptskiirtiilmiis ve Rf de-
geri 0,20 olarak hesaplanan kahverengi lekenin fluniksin’e ait ol-
dugu belirlenmistir. Kalitatif ITK calismasini takiben uygulanan
HPLC-UV yontemi kapsamunda sabit faz olarak C18 kolon
(150mm x 4,6mm, 5 pm), hareketli faz olarak 0,03M fosforik asit:
metanol karisimi (35:65 h/h) kullanildig1 ve detektoriin 327 nm
dalga boyuna ayarlandig: bildirilmistir. HPLC-UV yontemi ile
yapilan analizlerde fluniksin’in tayin limiti 50 ng/ml olarak belir-
lenirken fluniksin’in incelenen bazi idrar 6rneklerinde son im.
dozu takip eden 9. giinde dahi tespit edilebilir oldugu bildirilmis-
tir. GC-MS yontemi ile yapilan analizlerde incelenen 64 6rnegin
51’inde sonim. vei.v. dozu takip eden 15. gtinde dahi fluniksin’in
tespit edilebilir diizeyde oldugu bildirilmistir (44-46).

Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin GC-MS ve GC-
MS? yontemleri ile miktar tayinlerine ait parametreler Tablo
3.2.1'de verilmistir.

Atlarda osteoartrit tedavisinde tercih edilen bir 6n-ila¢ olan
suksibuzon'un ve etkin metabolitleri olan fenilbutazon ve
oksifenbutazon’un miktar tayinlerinin HPLC-UV yontemi ile
plazmada ve sinoviyal sivida yapildigr bildirilmistir.
Suksibuzon’un i.v. enjeksiyonu takip eden 20. dakikadan
sonra plazmada tayin edilebilir olmadig1, suksibuzon'un 4,4
mg/kg terapdtik dozda i.v. enjeksiyonunu takiben fenilbuta-
zon ve oksifenbutazon’un plazma yarilanma ¢mdirlerinin si-

rasiyla 6,9 ve 10,65 saat olarak tespit edildigi bildirilmistir.
Suksibuzon’un ayni terapétik dozda i.v. enjeksiyonunu taki-
ben fenilbutazon ve oksifenbutazon’un sinoviyal sividaki ya-
rilanma omdirlerinin sirasiyla 2,4 ve 9 saat olarak tespit edil-
digi ve sinoviyal sivida suksibuzon tespit edilemedigi bildi-
rilmistir (47, 48).

Delbeke ve arkadaslar: tarafindan (49), atlara p.o. ve i.m. yol-
dan1 g tiaprofenik asit uygulamasini takip eden ilk 12 saat ice-
risinde tiaprofenik asidin sirastyla %38 ve % 34 oraninda de-
gismeden idrarla atildig1 ve uygulamayi takip eden ilk 24 saat
icerisinde idrarda tayin edilebilir diizeyde bulundugu bildiril-
mistir.

1999 yilinda yapilan bir ¢alismada (50), atlara ag1z yoluyla 200
mg tenoksikam uygulanmasini takiben HPLC-UV yontemi
kullanilarak tenoksikam ve metaboliti olan hidroksiten-
oksikam’in atilim profili incelenmistir. Tenoksikam’in ve kon-
juge hidroksitenoksikam’in 29-31 saat icerisinde idrarda,
tenoksikam’in ise uygulamay1 takip eden ilk 24 saat icerisinde
de serumda tayin edilebilir diizeyde bulundugu bildirilmistir.
Tenoksikam’'in, 5'-hidroksitenoksikam’a ytikseltgenme tepki-
mesi Sekil 4’te verilmistir.
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SEKIL 4. Tenoksikam'in, 5'-hidroksitenoksikam’a yUkseltgenme tepkimesi.

TABLO 3.2.1. Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin GC-MS, GC-MS?2 yontemleri ile miktar tayinleri.

Biyolojik Ornek Kolon Tiireviendirme Ajani Deteksiyon Yontemi  Tayin Alt Limiti Lit.

Aklofenak

idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/mi [25]

Asetaminofen

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 200ug/ml [28]

Diflunisal

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 50ug/ml [28]

Diklofenak

idrar DB-5 (256mx0.256mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 10ug/ml [28]

Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon tiru silika metil iyodUr El-SIM 5ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)

Fenilbutazon

Plazma, idrar Econocap kilcal kolon, SE-54 BSTFA EI-SIM 20-50ng/ml

(30mx0.25mm) (bis(trimetilsilil)trifluoroasetamit)

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 10ug/ml [28]

Plazma HP-capraz bagl metil silikon turu silika metil iyodUr El-SIM 25ng/ml [31]
(256mx0.2mm, 0.11 um)

Fenilbutazon

idrar HP-capraz baglh metil silikon tara silika metil iyodUr El-SIM 10ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)

Fenoprofen

idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM Sug/ml [28]

Flufenamik asit

idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 5ug/ml [28]
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TABLO 3.2.1. (DEVAMI): Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin GC-MS, GC-MS2 yontemleri ile miktar tayinleri.

Biyolojik Ornek Kolon Tiirevlendirme Ajani Deteksiyon Yontemi Tayin Alt Limiti Lit.
Flurbiprofen
Plazma HP-capraz bagl metil silikon tird silika metil iyodr EI-SIM 5ng/ml [31]
idrar (25mx0.2mm, 0.11 um) 10ng/ml
Fluniksin
Plazma, idrar Econocap kilcal kolon, SE-54 BSTFA EI-SIM 20-50ng/ml [26]
(80mx0.25mm)
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 10ug/ml [28]
Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon turt silika metil iyodir EI-SIM <5ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
Fluniksin
idrar DB-1 (15mx0.25mm, 0.25 um) BSTFA El 50ng/ml [46]
ibufenak
idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]
ibuprofen
idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodur El-SIM 5ug/ml [28]
ibuprofen
Plazma HP-capraz bagl metil silikon tird silika metil iyodir EI-SIM 5ng/ml [31]
idrar (25mx0.2mm, 0.11 um) 10ng/ml
ibuproksam!
Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon turd silika metil iyodur El-SIM 5ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
indometazin
Plazma, idrar Econocap kilcal kolon, SE-54 BSTFA EI-SIM 20-50ng/ml [26]
(30mx0.25mm)
indometazin
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr EI-SIM 1000ug/ml [28]
Plazma, idrar HP-capraz baglh metil silikon turd silika metil iyodur El-SIM 5ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
TABLO 3.2.1. (DEVAMI): Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin GC-MS, GC-MS2 yontemleri ile miktar tayinleri.
Biyolojik Ornek Kolon Tureviendirme Ajani Deteksiyon Yontemi Tayin Alt Limiti Lit.
Ketoprofen
idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr EI-SIM 50ug/mi [28]
Plazma, idrar HP-capraz bagli metil silikon turd silika metil iyodUr El-SIM 10ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
Mefenamik asit
Plazma, idrar Econocap kilcal kolon, SE-54 BSTFA EI-SIM 20-50ng/ml [26]
(80mx0.25mm)
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 10ug/ml [28]
Plazma HP-capraz bagl metil silikon turd silika metil iyodUr El-SIM 25ng/ml [31]
idrar (256mx0.2mm, 0.11 um) 10ng/ml
Meklofenamik asit
Plazma, idrar HP-capraz baglh metil silikon turd silika metil iyodUr EI-SIM 5g/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
Naproksen
idrar DB-5 (25mx0.25mm, 0.25 um) metil iyodUr CI-SRM 5ng/ml [25]
Plazma, idrar Econocap kilcal kolon, SE-54 BSTFA EI-SIM 20-50ng/ml [26]
(80mx0.25mm)
Naproksen
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodUr El-SIM 10ug/ml [28]
Naproksen
Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon turG silika metil iyodur El-SIM 5ng/ml [31]
(256mx0.2mm, 0.11 um)
Niflumik asit
Plazma, idrar HP-capraz baglh metil silikon turd silika metil iyodUr El-SIM 5ng/mi [31]
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TABLO 3.2.1. (DEVAMI): Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin GC-MS, GC-MS2 yontemleri ile miktar tayinleri.

Biyolojik Ornek Kolon Tiirevlendirme Ajani Deteksiyon Yéntemi Tayin Alt Limiti Lit.
Oksifenbutazon
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodur EI-SIM 100ug/ml [28]
Plazma HP-capraz bagli metil silikon turt silika metil iyodar EI-SIM 10ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
Propifenazon
Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon taru silika metil iyodur El-SIM 5ng/ml [31]
(256mx0.2mm, 0.11 um)
Tolfenamik asit
idrar HP-5 (12.5mx0.2mm, 0.33 um) metil iyodur EI-SIM 10ug/ml [28]
Plazma, idrar HP-capraz bagl metil silikon taru silika metil iyodUr El-SIM 5ng/ml [31]
(25mx0.2mm, 0.11 um)
Koupai-Abyazani ve arkadaslar: tarafindan (51) HPLC-UV o
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada, atlara agiz yoluyla 2 = |
T

g etodolak uygulanmasini takiben etodolak’in 79 saat igeri-
sinde idrarda, 48 saat igerisinde de serumda tespit edilebilir
oldugu bildirilmistir. Etodolak’in p.o. uygulanmasin takip
eden 2-4 saat icerisinde bilesigin major metabolitleri olan
6’-hidroksietodolak, 7’-hidroksietodolak ve 8-(1-hidroksie-
til)etodolak at idrarinda serbest ya da konjuge formda LC-
MS-APCI yontemi kullanilarak tespit edildigi bildirilmistir.
Etodolak’in, major metabolitlerine biyodéntistimii Sekil 5'te
gosterilmistir.

oksidasyon
0 —

Etodolak

8- (1-Hidroksietil) etodolak

SEKIL 5. Etodolak’'in major metabolitlerine biyoddnistimu.

Marland ve arkadaslar1 tarafindan (52), HPLC-UV yontemi
kullanilarak at serumunda ve idrarinda oksaprozin miktar
tayini yapilmistir. Atlara agiz yoluyla 4,8 g oksaprozin uygu-
lamasini takiben bilesigin 119-121 saat igerisinde idrarda, 120
saat icerisinde de serumda tespit edilebilir oldugu bildiril-
mistir. Ayn1 calisma kapsaminda idrar drneklerinin analizi
sonucunda oksaprozin’in ester tipi glukuroniti ve idrar or-
neklerinin bazik ortamda hidrolizini takiben metil iyodiir
kullanilarak yapilan tiirevlendirme sonucunda ve monohid-
roksi metabolitleri GC-MS, LC-MS? ve proton NMR yéntem-
leri kullanilarak tespit edilmistir. Oksoprozin’in biyodonii-
stimi ile agiga cikan oksidasyon tirtinleri Sekil 6’da gosteril-
misgtir.

I)"\_J(
IM Oksidasyon_ / Monohidroksioksoprozin
O 1

Oksaprozin

HO Monohidroksioksoprozin

SEKIL 6. Oksoprozin'in biyoddnusimu ile agiga ¢ikan oksidasyon trinleri.

Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilacglarin LC-UV yonte-
miyle miktar tayinlerine ait parametreler Tablo 3.2.2'de veril-
mistir.

Tsitsimpikou ve arkadaslar tarafindan (32), 2001 yilinda ya-
yinlanan bir calisma kapsaminda doping kontrolii amaciyla, at
idrarinda flurbiprofen ve metabolitleri GC-MS yontemi ile
N-metil-N-trimetilsililtrifluoroasetamit (MSTFA) tiirevlendir-
me belirteci kullanilarak tespit edilmis ve miktar tayinleri ya-
pilmustir. {lacin uygulanmasin: takip eden 24. saat igerisinde
toplam dozun %26s1 oraninda flurbiprofen’in degismeden
atildigy tespit edilmistir. Uygulamadan sonraki 1.- 5. saatler
araliginda en yiiksek derisimde saptanan 4’-hidroksiflur-
biprofen’in uygulamadan 50 saat sonra bile saptanabilmesi ne-
deniyle atlarda flurbiprofen kullanim suistimalini tespit ede-
bilmek i¢in izlenmesi gereken metabolitin 4’-hidroksiflurbip-
rofen olabilecegi tizerinde durulmustur. Flurbipro-fen’in,
4’-hidroksiflurbiprofene biyodontisimii Sekil 7’de gosteril-
mistir.

CHy

Flurbiprofen 4’-Hidroksiflurbiprofen

SEKIL 7. Flurbiprofen’in, 4’-hidroksiflurbiprofene biyodénisuma.
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TABLO 3.2.2. Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin LC-UV yéntemi ile miktar tayinleri.

Biyolojik Ornek Kolon Mobil Faz Tayin Alt Limiti Lit.

Fenil butazon

Plazma, idrar Supelcosil LC-8 (7.5cm x 4.6mm, 3um) 0.05 M fosforik asit: ACN(55:45 h/h) 50-150 ng/ml [26]

Firokoksib

Plazma Inertsil™ ODS-3 (15cm x 4.6mm, 5um) ACN : su : trifluoroasetik asit (45:55:0.025 10 ng/ml [34]
h/h/h)

Fluniksin

Plazma, idrar Supelcosil LC-8 (7.5cm x 4.6mm, 3um) 0.05 M fosforik asit: ACN(55:45 h/h) 50-150 ng/ml [26]

indometazin

Plazma, idrar Supelcosil LC-8 (7.5cm x 4.6mm, 3um) 0.05 M fosforik asit: ACN(55:45 h/h) 50-150 ng/ml [26]

Mefenamik asit

Plazma, idrar Supelcosil LC-8 (7.5cm x 4.6mm, 3um) 0.05 M fosforik asit: ACN(55:45 h/h) 50-150 ng/ml [26]

Naproksen

Plazma, idrar Supelcosil LC-8 (7.5cm x 4.6mm, 3 um) 0.05 M fosforik asit: ACN(55:45 h/h) 50-150 ng/ml [26]

Oksaprozin

Serum Phenomenex Luna oktil (15cm x 4.6 mm, 5 um) %1 Asetik asit: ACN(50:50 h/h) 0.11 ug/ml [52]

idrar 0.11 ug/ml

Tenoksikam

Serum Phenomenex Luna oktil (15cm x 4.6 mm, 5 um) %1 Asetik asit: ACN(70:30 h/h) 5.7 ug/ml, 7.3 ug/mi [50]

idrar 0.3 ug/ml, 0.4 ug/ml

2001 yilinda yayinlanan bir ¢calismada ise atlarda osteoartrit ve
sinovit tedavisinde etkin bir ila¢ olan ketoprofen’in at idrarin-
da miktar tayini GC-MS-SIM (secilmis iyon izleme) yontemi
ile yapilmistir. Ketoprofenin at idrarinda tayin alt smirmin
yaklasik 10 ng/ml olarak saptandig, ketoprofenin tek doz uy-
gulanmasini takip eden 8. saat icerisinde plazmada en ytiksek
derisime ulastig1 ve ilacin kullanilisini takip eden 16 giin igeri-
sinde idrarda tayin edilebilir oldugu bildirilmistir (53). Rase-
mik karisim halinde bulunan ketoprofenin plazma ve sinovi-
yal stvida enantiospesifik farmakokinetiginin ¢alisilmasi sonu-
cunda her iki biyolojik sivida da ketoprofen S(+) izomerinin
baskin oldugu ve ketoprofenin R(-) izomerinin S(+) izomerine
dontstiigt bildirilmistir (54-55). Baeyens ve arkadaslar1 (56-
57), atlardan alian biyolojik sivilarda ketoprofen’in miktar ta-
yini ve enantiyomerlerinin LC-UV yo6ntemi ile ayrimimnin ger-
ceklestirilebilmesi, ¢érnek hazirlama basamaklarimi kisaltmak
ve biyolojik protein matriksi etkisini ortadan kaldirmak ama-
ciyla alkil-diol bagl silika ile kapli 6n kolon ile sirasiyla C18
kolon ve siral-HSA (insan serum albiimini) bagl kolon kulla-
nilmasini 6nermislerdir.

Broome ve arkadaslari (58), atlara i.v. yoldan asetilsalisilik asit
uygulanmasin takiben, bilesigin plazmada altinci saatin so-
nunda tespit edilemeyecek diizeye diistiigii, metaboliti olan
salisilik asit'in ise uygulamay1 takip eden 36 saat boyunca
plazmada izlenebildigi bildirilmistir. Asetilsalisilik asit’in rek-
tal uygulamasimi takiben ise plazmada asetilsalisilik asit’in
dordiincii saatin sonunda tespit edilemeyecek derisime diistii-
g, salisilik asit’in plazmada tespit edilebilme stiresinin ise i.v.
uygulama ile ayn1 oldugu bildirilmistir. Atlarin mide-bagirsak
kanalindan emilimi duistik olan ve iv. uygulamadan sonra
plazma yarilanma 6mrii 0,1 saat olarak bildirilen asetilsalisilik
asit’in, iki saatte bir 35 mg/kg dozda oral yoldan uygulanma-
s1 gerektigi icin atlarda enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde
degil de laminit, endotoksemi, intravaskiiler koagitilasyon ve
tromboembolik kolik gibi patogenezinde arteriyel tromboz
olan hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi énerilmistir.
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Dumasia ve arkadaslar1 tarafindan (60), yapilan bir ¢calismada
at idrarmnda eltanak, hidroksieltenak ve eltenak stilfoksit yapi-
It metabolitleri ile metil ya da trimetilsilil eter tiirevlerine do-
nustiirtildiikten sonra GC-MS yontemi tespit edilmistir.
Eltenak’in uygulanmasini takip eden 24 saat icerisinde idrarla
tamamen atildig1 bildirilmistir. Eltenak’in, hidroksieltenak ve
eltenak stilfoksite biyodontistimii Sekil 8’ de gosterilmistir.
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e |
| cl y.
= |H . f OH
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mOH oksidasyon / .
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o] | Eltenak siilfoksit
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SEKIL 8. Eltenak'in, hidroksieltenak ve eltenak stlfoksite biyoddntistimu.

Toutain ve arkadaslari tarafindan (61), 2004 y1linda yapilan ca-
lismanin ilk basamaginda atlara meloksikam i.v. ya da oral
yoldan tek doz halinde uygulanirken ¢alismanin ikinci basa-
magmnda 0,6 mg/kg giinlitk dozda 14 giin boyunca uygulanan
meloksikam’mn idrar ve plazmadaki diizeyleri HPLC-UV ve
LC-MS-ESI yontemleri kullanilarak saptanmustir. Plazma yari-
lanma 6mrti 8,54 saat olarak tespit edilen meloksikam’mn birbi-
rini takip eden dozlarda kullanildiginda plazmada birikmedi-
gi ancak son dozu takip eden 3. giinde plazma ve idrar tayin
alt limitlerinden (sirasiyla 10 ng/ml, 20 ng/ml) daha duistik bir
derisime indigi bildirilmistir. 2009 yilinda yapilan bir ¢alisma-
da (62) ise dihidroksimeloksikam at idrarinda ilk kez tespit
edilmis ve meloksikam’in bilinen metabolitlerinden olan
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SEKIL 9. Meloksikam'in biyodénusuma.

5’-hidroksimetilmeloksikam’in, meloksikam’mn uygulanmasi-
ni1 takip eden 14. giinde alinan bazi idrar 6rneklerinde dahi tes-
pit edilebilir diizeyde oldugu bildirilmistir. Baeyens ve arka-
daslar1 (63) ise at plazmasinda meloksikam miktar tayini i¢in
gelistirdikleri LC-UV yo6nteminde 6rnek hazirlama basamagi-
n1 ortadan kaldirip plazmanin dogrudan sisteme enjeksiyonu-
nu saglayabilmek amaciyla alkil-diol bagl: silika ile kapli 6n
kolon kullanilmasin1 6nermislerdir. Spesifik ¢n kolon kullani-
mu ile biyolojik protein matriks etkisini analitin kantitatif ola-
rak geri kazanimini da saglayarak ortadan kaldiran arastirma-
cilar bu kritik basamag takiben bilesenlerin ayrilmasi icin C8
kolon kullandiklarmi bildirmislerdir. Meloksikam’in biyodo-
niistimii sonucunda agiga ¢ikan tirtinler Sekil 9'da gosterilmis-
tir.

Atlara iv. yoldan 0,7 mg/kg dozda uygulanan rasemik
karprofen’in R(-) ve S(+) enantiyomerlerinin plazma derisim-
leri HPLC-UV yo6ntemiyle tespit edilmistir. Sabit faz olarak
(R)-1-naftilfenilglisin’in 3,5-dinitrobenzoik asit tiirevi ile kapl
siral kolonun (250 mm x 2 mm) kullanildig1 calismada hareket-
li fazin 0,72 M amonyum asetat tamponu ve metanol karisi-
mindan olustugu ve detektdriin 242 nm dalga boyuna ayarlan-
dig1 bildirilmistir. Calisma sonucunda plazmada R(-) enanti-
yomerin baskin oldugu ve yiiksek derisimde bulundugu icin
daha uzun stire tespit edilebilir oldugu belirtilmis; bunun ne-
deni olarak S(+) enantiyomerin klirensinin saatte 21-57ml/kg
iken R(-) enantiyomerin klirensinin saatte 8-9 ml/kg olmasi
gosterilmistir (64-66).

Oftalmik bir analjezik-antienflamatuvar bilesik olan rasemik
pranoprofen’in at plazmasinda ve idrarinda enantiyomerik bi-
lesiminin LC-MS2-SRM yontemi ile tayininin yapildig: bir ¢a-

lismada plazmada R(-) enantiyomerin S(+) enantiyomere ki-
yasla diistik derisimde bulunurken idrarda R(-) enantiyome-
rin S(+) enantiyomerden 2,5 kat daha fazla derisimde bulun-
dugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, rase-
mik karisim halinde bulunan non-steroidal antienflamatuvar
ajanlarin hangi enantiyomerinin plazma ya da idrada baskin
derisimde bulundugunun tespit edilmesi konusuna doping
kontrollerinde karsilasilabilecek yaniltic1 pozitiflik parametre-
sini ortadan kaldirmak amaciyla 6zellikle 6nem verildigi bildi-
rilmistir (67).

Kvaternick ve arkadaslari tarafindan (34), LC-UV y6ntemi kul-
lanilarak at plazmasinda firokoksib miktar tayini yapilmustir.
Firokoksib’in at plazmasinda tayin alt sinir1 25 ng/ml olarak
saptanmus; ayrica yapilan ornek stabilitesi calismalar1 kapsa-
minda firokoksibin at plazmasinda hazirlanan o6rnekleri
-20°C’de 2 yildan daha uzun siire bekletilmis ve bunun sonu-
cunda hi¢bir bozunma olusmadig: belirtilmistir. Letendre ve
arkadaglar tarafindan da (68), LC-MS2-ESI yontemi kullanila-
rak at plazmasi ve idrarinda firokoksib miktar tayini yapilma-
smi takiben gerceklestirilen bir baska calismada (69) 0,1 mg/
kg gtinliik dozda 12 giin stireyle p.o. uygulanan ve 0,2 mg/kg
giinliik dozda 9 giin stireyle i.v. uygulanan firokoksib’in atlar-
daki farmakokinetik profili incelenmistir. Tek doz p.o. uygula-
nan firokoksibin plazma yarilanma 6mrii yaklasik 29,6 saat,
tek doz i.v. uygulanan firokoksibin plazma yarilanma ¢mrii
yaklasik 33,8 saat olarak tespit edilirken tekrarlayan dozlarda
p-o. ve i.v. uygulanan firokoksibin plazma yarilanma omrii
son dozu takiben yaklasik 36,5 ve 44,2 saat olarak belirtilmis-
tir.
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TABLO 3.2.3. Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin LC-MS2 yéntemi ile miktar tayinleri.

) Deteksiyon

Biyolojik Ornek Kolon Mobil Faz Yoéntemi Tayin Alt Limiti Lit.

Derakoksib, Meloksikam

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 10 pg/ml [70]
(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Etorikoksib

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 5 pg/ml [70]
(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Firokoksib

Plazma Phenomenex Luna Fenil-Hekzil kolon ACN: 2mM amonyum format ESI 0.25 ng/ml [68]

idrar (10cm x 2mm, 3 um) tamponu 1 ng/ml

(45:55 h/h)

izoksikam

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 40 pg/ml [70]
(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Lornoksikam, Piroksikam

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 200 pg/ml [70]
(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Selekoksib

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 20 pg/ml [70]
(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Valdekoksib

Plazma Supelcosil™ ABZ-PLUS %1 Asetik asit: ACN, gradient ESI-SRM 80 pg/ml [70]

(8.3cm x 2.1mm, 3 um)

Selekoksib, derakoksib, etorikoksib, valdekoksib, izoksikam,
lornoksikam, meloksikam ve piroksikamin at plazmasinda
miktar tayinlerinin yapildigi kapsaml bir ¢alismada LC-MS?
yonteminin ve alkil-amit bagl ters faz silika kolonun kullanil-
dig1 bildirilmistir (70). 2011 yilinda yayimnlanan bir ¢calismada
ise, atlara agiz yoluyla derakoksib uygulanmasmi takiben
HPLC-UV yo6ntemi kullanilarak bilesigin yarilanma émriintin
12,49 saat, en yiiksek plazma derisiminin 0,54 pg/ml olarak
tespit edildigi bildirilmistir (71).

Bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin LC-MS? yontemi
ile miktar tayinlerine ait parametreler Tablo 3.2.3te verilmis-
tir.

Barker (72), Louisiana Hipodromu igindeki ahirlarin zeminin-
den, yemlerin depolandig1 bélmelerin kirislerinden ve duvar-
larindan ve hipodroma ait su tinitesinden aldi1g1 6rnekleri GC-
MS yontemiyle inceledigi calismasinda analiz ettigi tim or-
neklerde kafein ve nikotin’in temel metaboliti olan kotinin’i
tespit ettigini bildirmistir. Duvarlardan alinan 6rneklerin tii-
ketilmesi ile kazanilan 20 ¢6zeltinin incelenmesi sonucunda 76
ng/ml kafein, 47 ng/ml fluniksin ve daha diistik miktarlarda
fenilbutazon ve naproksen tespit edildigi bildirilmistir. Ahir
ve ambarlardan alian toz drneklerinde ise 3,2-46,2 ng/ g arali-
ginda fenilbutazon ve fluniksin’e rastlandigi bildirilmistir.
Hayvansal artiklardan temizlenmis ve kuru durumdaki ahir-
larin zeminlerinden alinan orneklerde ise yiiksek derisimde
fluniksin’e (251,1 ng/ml) ve naproksen’e (97,5 ng/ g) rastlandi-
g1 bildirilmistir.

Incelenen literatiirlerde, ilaclarmn biyoizlenmesi ya da doping
kontrolti amaciyla atlar tizerinde yapilan ¢alismalarda biyolo-
jik ornek olarak kan ve idrarin tercih edildigi gortilmustiir.
Ancak, 1980’1 yillarin ortalarindan bu yana insan sagindan
veya hayvanlarin tiiylerinden hareketle yapilan toksikolojik
analizler ile adli tip ya da doping kontrollerine yonelik analiz-
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ler hizla artmaktadir ve ilag istismarmin tespitinde sag ve tily
analizlerinin alternatif ve tamamlayic1 bir yaklasim olusturdu-
gu distintlmektedir (73, 74).

19. Yiizyilin ortalarinda arsenik zehirlenmesini arastirmak
tizere sactan hareketle analizler yapan Casper’dan sonra 1954
yilinda spektrofotometrik yontemlerle guinea pig cinsi ke-
mirgenlerin tiiylerinde organik bir bilesigin varligini ilk kez
tespit eden Goldblum ve arkadaslarinin calismasina kadar
sa¢ ve/veya tiiylerden hareketle yapilan analiz ¢alismalar:
pek ilgi gormemistir. Fakat, sa¢ ve tiiy 6rneklerinin toplan-
diktan sonra oda kosullarinda kaldig: siirece hemen analiz
edilmesine gerek olmamasi, analiz veriminin ytiiksek olmasi,
idrardan hareketle yapilan analizlere gore deteksiyon araligi-
nin genis olmasi ve sagin/tiiyiin uzunluguna bagl olarak bir
haftadan birkag¢ aya kadar uzayan deteksiyon zamani saglan-
mas1 kildan hareketle yapilan analizlerin avantajli yonlerini
olusturmaktadir (73).

Biyolojik 6rnek olarak atlarin ttiylerinin kullanildig: ¢cok az
calisma olmasina ragmen atlarin kuyruk ve yelelerinden ali-
nan tiy ornekleri ile yapilan calismalarin; at tiiylerine koz-
metik maddeler uygulanmamasi, atlarin viicut tiiylerinin
mevsimsel olarak dokiilmesine ragmen kuyruk ve yele tiiyle-
rinin dékiilmemesi nedeniyle hayvana tedavi veya doping
amactyla uygulanan tiim farmasétik ajanlarin ¢ok uzun za-
mani kapsayacak bir listesini sunmasi ve insan sagi ile kiyas-
landiginda at tiiylerinin yogunlugu daha yiiksek oldugun-
dan daha fazla 6rnek elde edilebildigi icin daha yiiksek ana-
litik duyarlilikla galisilabilmesi gibi bazi tistiinliiklere sahip
oldugu bildirilmistir (74).

At tiylerinin biyolojik 6rnek olarak kullanildig: calismalarda
ozellikle deksametazon gibi antienflamatuvar kortikosteroid-
ler ve non-steroidal antienflamatuvar ajanlar arasinda kulla-
nim suistimali siklikla saptanan ve 1950’lerden beri atlarda
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agr1 tedavisinde yaygin olarak kullanilan non-steroidal bir an-
tienflamatuvar bilesik olan fenilbutazon tespit edildigi bildiril-
mistir (44, 75). WADA tarafindan hazirlanan ve giincellenen,
yarismalar sirasinda ve/veya serbest zamanlarda kullanimi
yasakli ilag¢ gruplarindan olan anabolik ve androjenik steriotle-
rin (76-80) ve klenbuterol (81, 82) ile diazepam’in (83) tespitini
konu alan calismalarda at tiiylerinin biyolojik 6rnek olarak
kullanimmin non-steroidal antienflamatuvar ajanlar1 konu
alan calismalara gore daha fazla tercih edildigi gorilmiistiir.

TARTISMA VE SONUC

Bu derleme kapsaminda atlarda kullanimi suistimal edilen
bazi non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin atlara ait biyolo-
jik 8rneklerde kromatografik yontemlerle gerceklestirilen ni-
cel ve nitel analizleri analizleri ana hatlar1 ile derlenmistir.

WADA tarafindan hazirlanan ve giincellenen, yarismalar sira-
sinda kullanimi yasakli olan ila¢ gruplari listesinde non-
steroidal antienflamatuvarlarin yer almamas1 kullanimlarmin
suistimal edilmesine neden olmaktadir. Yasakli maddeler lis-
tesinde yer almayan non-steroidal antienflamatuvar ilaclarin
kullanimina sinirlama getirmek amaciyla Amerikan Ulusal Bi-
nicilik Gontilliilerini Koruma Birligi (National Horsemen'’s Be-
nevolent & Protective Association) tarafindan 2003 yilinda ya-
yinlanan bildiride yarismalar sirasinda yapilacak doping kont-
rollerinde kistas alinmak tizere non-steroidal antienflamatu-
var ilaglarin idrar ve plazmada tayin alt sinirlar1 belirlenmistir.

Atlarda gerek tedavi amaciyla gerekse doping olarak kullani-
lan ilag etken maddelerinin biyoizlenmesinin yapildig: labora-
tuvarlarda UV ve fluoresans detektorlit HPLC sistemlerinin
kullanimi, HPLC ile baglantili olarak UV-PDA detektérden ve
HPLC-kiitle detektoriinden olusan kromatografi sistemlerinin
yayginlasmasi ile eski 6nemini yitirmis, 6zellikle de yiiksek
basingli sivi kromatograf-kiitle detektériinden olusan kroma-
tografi sistemlerinin ve yumusak iyonlastirma yontemlerinin
kullanildig1 yontemlerin 6n plana ¢iktigi bildirilmistir. Yumu-
sak iyonlastirma yontemlerinin, diger kromatografik yéntem-
lerle zorlukla tespit edilen veya hig tespit edilemeyen yasakl
ilaglarin tanimlanmasint miimkiin hale getirdigi ve zaman
alan, is giicti gerektiren tiirevlendirme islemlerini gereksiz kil-
dig1, analizden 6nce hidrolizi gergeklestirilen konjuge metabo-
litleri de hidrolize ugratmaksizin tayin edebilme kolaylig: sag-
ladig1 bildirilmistir. Cok ytiksek basarimli stvi kromatografla-
rin (UPLC) tandem kiitle spektrometrisiyle birlikte kullanimi-
nin; analiz siiresini ¢ok kisaltmasi, analiz maliyetini diistirme-
si ve daha duyarl analiz sonuglar1 vermesi nedeniyle ¢ok ¢a-
buk benimsendigi saptanmustir.

UV detektor ile kombine edilmis kromatografik sistemlerle
yapilan analizlerde tayin alt limitleri ng/ml diizeyinde belir-
lenirken kiitle detektoriin LC ya da GC ile birlikte kullanil-
masi durumunda daha duyarli analizler yapilabildigi ve ta-
yin alt limitleri ng/ml ve pg/ml diizeyinde olculdugi bildi-
rilmistir.

Determination of non-steroidal antiinflammatory drugs in equine biological samples by

chromatographic methods.

ABSTRACT: In the knowledge that non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) which are not included in the
WADA'’s (World Anti-Doping Agency) list enacting doping substances and methods, have been abused in horse rac-
ing; a review on qualitative and quantitative determination of some of these non-steroidal antiinflammatory drugs
(acetylsalicyclic acid, benzydamine, bufexamac, diclofenac sodium, diflunisal, eltenac, etodolac, etoricoxib, felbinac,
phenylbutazone, flufenamic acid, flunixin, flurbiprofen, ibuprofen, indometacin, indoprofen, carprofen, ketoprofen,
ketorolac, meclofenamic acid, mefenamic acid, meloxicam, mofebutazon, naproxen, niflumic acid, nimesulide, oxy-
phenbutazone, piroxicam, ramifenazone, selecoxib, sulindac, tenoxicam, tiaprofenic acid, tolfenamic acid, tolmetin,
valdecoxib and vedaprofen) from biological samples of horses was gathered within the context of this work.

KEYWORDS: Chromatography, drug monitoring, non-steroidal antiinflammatory drugs, horse.
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