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OZET

Toksikolojik analizler toksik ve yasadisi maddelerin tespiti, iliskili oldugu hastaliklarin tani, takip ve
tedavisinin degerlendirilmesi icin yapilir. Numune tirii olarak idrar, serum, plazma, kan, sag, tikuruk,
ter, tirnak, mide aspirati ve icerisinde yabanci bir maddenin arandidi her tiirlii kat1 veya sivi kullanilir. Bu
analizlerdeki tarama yontemleri hizli, ucuz, yiiksek hassasiyetli ve diisuk ozgiilliiklii iken, dogrulama
yontemleri yavas, pahall, yliksek hassasiyet ve 6zgullukludiir.

Tarama yontemleri baslica immunoassayler ve kromatografik teknikler olup negatif 6rnekleri pozitif
orneklerden ayirmak icin, dogrulama yontemleri ise tarama testlerinde pozitif ¢ikan sonugclarin
dogrulanmasi i¢in kullanilir. Altin standart dogrulama yontemi kutle spektrometridir.

Immunoassayler 6zgiil olmadidi icin capraz reaksiyonlar goriilebilir. Yiiksek basingh sivi kromatografi
polar ve ugucu olmayan Ornekler icin uygun iken, gaz kromatografi ugucu 6rnekler i¢in uygundur. Gaz
kromatografi kiitle spektrometri yontemi immunoassay ve yiiksek basingli sivi kromatografi tekniginden
daha sensitif iken ©6rnek hazirlama siresi daha uzundur. Ciinkii separasyon icin maddeler ve
metabolitleri genellikle az polar ve daha ucgucu tiirevlerine donustirilir. Sivi kromatografi sirali kiitle
spektrometri tekniginin ise ozgiilliigii ve duyarlihdi yuksektir, ancak analizi komplekstir, deneyimli
personel gerekir ve maliyeti ytiksektir.

Toksikolojik analizler icin yeterli olabilen tek bir analitik teknik yoktur. Birden fazla teknidin kombine
edilmesi Onerilir.
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ABSTRACT

Toxicological analyses are performed to detect toxic and illegal substances and diagnose, follow up and
evaluate the treatment of related disorders. Urine, serum, plasma, blood, hair, saliva, sweat, nails,
stomach aspirates, and any solid or liquid in which a foreign substance is sought are used as a sample
type. While the screening methods in these analyzes are fast, inexpensive, susceptible, and lowly
specific, validation methods are slow, expensive, susceptible, and specific.

Screening methods are mainly immunoassays and chromatographic techniques, which are used to
distinguish negative samples from positive samples, while confirmation methods are used to confirm
positive results in screening tests. The gold standard confirmation method is mass spectrometry.

Since the immunoassays are not specific, cross-reactions may occur. High-pressure liquid
chromatography is suitable for polar and non-volatile samples, while gas chromatography is suitable for
volatile samples. Gas chromatography-mass spectrometry is more sensitive than immunoassay and
high-pressure liquid chromatography, while sample preparation time is longer. Because substances and
their metabolites are usually converted to less polar and more volatile derivatives for separation. On the
other hand, liquid chromatography-tandem mass spectrometry has high specificity and sensitivity, but
its analysis is complex, requires experienced personnel, and is costly.

There is no single analytical technique sufficient for toxicological analysis. It is recommended to

combine more than one technique.

Keywords: Immunoassay, chromatography, mass spectrometry, toxicology.

GIRiS

Toksikoloji, kimyasal maddelerin canhl orga-
nizmalardaki sistemler tizerinde istenmeyen,
zararl ve olumsuz sonuclar olusturan etkile-
simlerini inceleyen bir bilimdir. Toksikolo-
jinin alt dallarindan birisi olan adli toksikoloji
kotuye kullanimi olabilen yasadisi maddelerle
ilgili ya da adli amacla yapilan toksikolojik
analizler ile ilgilenir iken, Klinik toksikoloji
tani, takip ve tedavinin degerlendirilmesi icin
yapilan toksikolojik analizler ile ilgilenir (1).

Bu derlemenin amaci toksikolojik analizlerde
kullanilan analitik tekniklerin Ol¢iim prensip-
lerini, avantaj ve dezavantajlarmi aciklamaktir.
Bu derlemenin 6nemi toksikolojik analizlerde
kullanilan kromatografik yontemlerin tarama
ve dogdrulama igin detayll bir sekilde
aciklanmis olmasidir.

Toksik maddelerden kotiuye kullanilanlar
alkol, ugucu maddeler, halisinojen, uyustu-
rucu, uyutucu, uyarici maddeler ve meta-
bolitleridir. Bu maddelerin analizleri icin
Clinical and Laboratory Standards Institute
C43-A2, C50-A, C52-A2 ve C62-A kilavuzla-
rindan faydalanilir. Toksikoloji laboratuvarin-
da kullanllan numuneler idrar, serum,
plazma, kan, sag, tukuriik, ter, tirnak, mide
aspirati ve icerisinde yabanci bir maddenin

arandigi her tiirlii kati veya sividir. Bu nu-
munelerdeki toksikolojik analizlerde Kkullani-
lan analitik teknikler baslica immunoassayler
ve kromatografik yontemlerdir.

ANALITIK TEKNIiKLER

immunoassay ve kromatografik yontemler
tarama ve dogrulama yontemleri seklinde iki
ana baslikta siniflandirilabilir (2-6).

Tarama ve Dogrulama Yontemleri

Tarama yontemleri hizli, ucuz, yuksek hassa-
siyetli ve dusiik ozgullikludiir. Dogrulama
yontemleri ise yavas, pahali, yiiksek
hassasiyetli ve yuksek ozgiillukludiir. Tarama
yontemleri immunoassayler ve kromatografik
teknikler olmak uzere iki ana baslikta
siiflandirilabilir. Kromatografik teknikler gaz
kromatografi (GC), gaz kromatografi Kkitle
spektrometri (GC/MS), yiuksek basinch sivi
kromatografi (HPLC) ve sivi kromatografi
kiitle spektrometri (LC/MS)‘dir. Bu yontemler
negatif ornekleri pozitif olabilecek Ornekler-
den ayirabilmek icin kullanilir. Dogrulama
yontemleri ise dusiik c¢ozunirluklu (Gcla
Kuadrupol [QQQ)], ion trap, Qtrap) ve yuksek
cozunurluklii (time of flight [TOF], orbitrap,
Fourier dontisumu iyon siklotron rezonansi
[FT-ICR]) Kkiitle spektrometri teknikleri
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seklinde iki ana baslkta smiflandirilabilir.
Diisuk ¢ozinurlikli kiitle spektrometr cihazi
hedeflenmis (bilinen madde) analizler icin,
yiiksek ¢ozunurlukliu Kutle spektrometr cihazi
ise hedeflenmis (bilinen madde) ve hedeflen-
memis (bilinmeyen madde) analizler icin
kullanilir (2-8). Dogrulama yontemleri tara-
ma testlerinde pozitif ¢ikan sonuglarin dog-
rulanmasi igin kullanilir. Dogrulama yontemi
olarak altin standart yontem Kkiitle spekt-
rometri olup bu yontemler;

e Miimkiinse ekonomik olmalidir.

e Bir cok laboratuvarda standardizasyonu
sadlanabilecek kadar basit olmaldir.

e Sonucglar Kkanuni olarak savunulabilir

olmaldir.

e Miimkiin olan en dodru ve en Ozgiil
yontemler kullanilmalidir.

e Tarama yontemleri ile ayn1 ya da daha
yiiksek hassasiyete sahip olmalidir.

e Tarama yonteminden farkh ve daha 6zgul
bir fizikokimyasal @ prensibe dayal
olmalidir.

e Olciim prensibinde biraz farklilik olsa bile
farkll bir immunoassay yontemi kullanila-
rak diger immunoassay sonucunun
dogrulanmasi kabul edilemez. Clinkii; her
iki immunoassay Olcumiinde de capraz
reaksiyonlar gortilebilir.

e Eder kimyasal tlirevlendirme ile alikonma
zamanlari degistirilir ise hem tarama hem
de dogrulama igin ayni kromatografik
teknigin kullaniimasi kabul edilebilir.

e Eder tarama yontemi olarak immu-
noassay kullanildi ise dogrulama yontemi
olarak kutle spektrometr ile birlestirilmis
kromatografik metodlar Kullanilabilir.
Ancak yeteri kadar 6zgiil olmayacad icin
dgaz kromatografi alev iyonlastirma dedek-
toria uygun degildir.

e FEtanolde yalanca pozitif sonu¢ beklen-
mese de ikinci bir analitik sistem kullani-
larak dogrulama yapilmasi tavsiye edilir.
Ornegin; enzimatik olarak saptanan eta-
nol yiiksekligi GC-headspace ile dogru-
lanabilir. Alternatif olarak eger alikonma
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zamaninda ve bazi maddelerin elliisyon
sirasinda belirgin bir degisiklik olacaksa
baska bir GC kolonu Kkullanilarak yapilan
dogdrulama da kabul edilebilir (2-8).

Immunoassayler

immunoassay yontemleri 6zgiil olmadidr icin
Olclilecek analite benzer yapidaki maddelere
karsi capraz reaksiyonlar ve dolayisiyla
yalanci pozitif sonuclar gorulebilir. Sadece
farkli molekuller degil, madde veya
maddenin inaktif metabolitleri de antikora
Karsi capraz reaksiyon verebilir. Immunoas-
saylerin avantajlari; otomasyona uygunlugu,
laboratuvar  bilgi sistemine baglanma
kolaylidi, sinirhh manuel islem gerekliligi ve
sonug¢ verme suresinin kisaligidir. Dezavan-
tajlan ise dusiik hassasiyet, disiik 6zgiillik,
interferansa acik olma, kapali sistem olma,
monoklonal antikor gerekliligi ve yiiksek
reaktif maliyetidir (9).

Kromatografi

Toksikolojik analizlerde kullanilan diger ana-
litik teknik olan kromatografi, bir karisimda
bulunan maddelerin, biri sabit digeri hare-
ketli faz olmak tizere birbiriyle karismayan iki
fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastiriimasi
yontemidir.

a) Sivi Kromatografi

Kromatografik tekniklerden HPLC polar ve
ucucu olmayan Ornekler icin uygundur.
HPLC'de numune mobil fazda ¢oziinebilme-
lidir. Bilesiklerin i1siya dayanikli olmasi ve
tirevlendirilmesi gerekmez. HPLC tekniginde
madde sadece retansiyon zamani ile tespit
edilir iken sivi kromatografi sirali Kutle
spektrometri (LC-MS/MS) tekniginde retan-
siyon zamanina ek olarak Oncil ve uriin
iyonlar ile tespit edilir (Sekil 1). Birinci
kuadrupol filtrede Kiitle/yiik oranina gore
ayrilan molekiiller (6nciil iyon) collision gaz
adi verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile
parcalanmaya tabi tutulur. ikinci kuadrupol
filtrede parcalanma sonucu olusan
molekillerin (lirin iyon) uglinci kuadrupol
filtrede saptanmasi ile madde miktarn tayini
yapilir (Sekil 2) (3-6, 10).
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Sekil 2. Sivi kromatografi siral kiitle spektrometri teknigi semasi

LC-MS/MS'de yapilacak analize 6zgu olarak

e Notral kayip tarama: Birinci kiitle anali-

dort farkh operasyon modu vardir. Bunlar {irtin
iyon tarama, oncul iyon tarama, nétral kayip
tarama ve secici iyon taramadir (Sekil 3).

zorunde belirli bir kiitle arah@indaki tim
iyonlar taranir, ikinci kiitle analizoriinde
argon gazi ile en zayif baglarindan parca-
larma ayrilir, uguincii kutle analizOriinde

e Uriin iyon tarama: Birinci Kkiitle ¢
analizériinde onciil iyon secilir, ikinci kiitle ise notral kayba uygun kiitle arahgindaki
analizériinde argon gazi ile en zayif iyonlar taranir.
bagdlarindan = parcalarina - ayrilir, - ticiincii Secici iyon tarama: Birinci kiitle analizo-
Kkiitle analizoriinde ise urun iyonlar taranir. riinde 6nciil iyon secilir, ikinci kiitle anali-

e Onciil iyon tarama: Birinci kiitle analizoriin- zorunde argon dazi ile en zayif baglarin-

de tum iyonlar taranir, ikinci Kiitle analiz6-
riinde argon gazi ile en zayif badlarindan

dan parcalarina ayrilir, iciincu kitle anali-
zorunde ise bir ya da daha fazla fragment

parcalarina ayrilir, ugtincii kitle analizo- iyon secilir.

riinde ise 6zgiil fragment iyon secilir.

iyonizasyon MS 1 mS 2 MS 3
Uriin iyon e N .= =~ -
Tarama g =9 -
K'-ifl_e I Yk Fragmentasyon Tarama
Segimi
Onciil iyon .:* L = P
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Sekil 3. LC-MS/MS operasyon modlar (11)
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LC-MS/MS’in avantajlari sunlardir;

e Ozgiillidii yiiksektir.

e Duyarlihd yliksektir.

e Reaktif kullanim hacmi disuktiir.

e Immunoassaylere Kkiyasla yeni testler daha
disiik maliyetle ve daha hizli gelistirile-
bilir.

e Ayni numunede birden fazla analit esza-
manl Olciilebilir.

LC-MS/MS’in dezavantajlar1 sunlardir;

e Otomasyon uyumu yeterli degildir.

e Ornek hazirh@nda manuel islem gerekir.
e Analizi komplekstir.

e Deneyimli personel gerekKir.

e Cihazin kurulum ve bakim maliyeti yuk-
sektir.

e Onaylanmis ve gelistirilmis Kitler az veya
yoktur (5, 6, 12, 13).

b) Gaz Kromatografi

Gaz Kkromatografideki analizler icin ise
bilesiklerin non-polar ve istya dayanikli olmasi
gerekir. Gaz kromatografi ucucu oOrnekler
icin uygundur. Gaz kromatografide mobil faz
ile numune reaksiyona girmemelidir ve
genellikle tiirevlendirme gerekir (Sekil 4).

GC-MS'in avantajlan sunlardir;

Toksikolojik Analizler
Toxicological Analysis

e Duyarlihdl immunoassay ve HPLC-UV'den
yliksektir.

e Tekrarlanabilirligi yiiksektir.

e Kitiphanesi oldugu icin sistematik
toksikolojik  tarama, bu bilesiklerin
eslestirildigi kiitiiphanelerin kullanimiyla
gerceklestirilebilir.

e Headspace autosampler ile baglanti
sayesinde ucucularin analizi icin idealdir.

GC-MS'in dezavantajlar1 sunlardir;

e Ucucu olmayan, polar ve isiya dayaniksiz
bilesikler icin uygun degildir.

e Ornek hazirlama siiresi uzundur. Ciinkii
separasyon olmasi i¢in maddeler ve
metabolitleri genellikle az polar ve daha
ucucu turevlerine donusturilmelidir (3-5).

Diisiik ve Yiiksek coziiniirliiklii Kiitle
Analizorleri

Kuadrupol gibi dusiik coziniirliklii  kitle
analizOrlerinde ayni nominal Kkutleli iyona
sahip bilesikler sadece kromatografik olarak
aynlabilir. Ancak yuksek c¢ozunurlikli Kiitle

analizorleri ayni nominal Kutleye sahip
bilesikleri birbirinden ayirabilir. Matriks
kaynakli iyon sinyalinde artma ya da

baskilanma olmadigi siirece ayni nominal
Kiitleye sahip bilesiklerin kromatografik
olarak ayrilmasi gerekmez (7, 8, 15, 16).

Enjektor

Gaz Kromatografi
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[
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) Dedektor

r 2T -
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Sekil 4. Gaz kromatografi kiitle spektrometri teknigi semasi (14)
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Yiiksek coOzunurlukli kuatle analizorlerinin
avantajlar sunlardir;

e TOF ve orbitrap gibi yuksek ¢ozunurlakla
kiitle analizorleri 0,0001 dalton fark ile
molekiilleri ayrabilir.

e Full scan mod ile elde edilen dogru
molekiil Kkiitlelerinin Kullanimi sayesinde
yeni madde ve metabolitleri mevcut olan
tarama programlarina hizli bir sekilde
ilave edilebilir.

Yuksek cozunurluklu Kiitle analizorlerinin
dezavantajlar sunlardir;

e Ayni molekiiler formiile sahip olan bile-
sikleri ayirt edebilmek icin kromatografik
separasyon gerekir.

e Yiiksek coOziinirliiklii kiitle analizérlerinin
dinamik arahi@ diisik c¢ozunurlakla kitle
analizOrlerininkisinden daha Kugciiktir.
Dinamik aralik bir Kiitle analizérunun
dogru olarak Olcebilecegi en yiiksek
konsantrasyon demektir. Bu nedenle de
yuksek konsantrasyonlardaki maddelerin
analizinde daha fazla diiliisyon gerekir.

e FElde edilen kromatogramlarda pikler Kiitle
spektrometr cihazlarinin lisansh kuttipha-
neleri ile karsilastirildiginda eslestirilemez
ise bu maddelerin tanimlamasi yapilamaz.

e Cok pahaldir (7, 8, 15, 16).

SONUC

Guiniimiizde toksikolojik analizler icin yeterli
olabilen tek bir analitik teknik yoktur. Bu
analizlerdeki dogrulama igin kullanilan altin
standart analitik teknik kiitle spektrometridir.
Dusiik ve yiiksek ¢ozuinurliklu kiitle analizo-
rlerinin her birinin avantaj ve dezavantajlari
oldugu icin birden fazla teknigin kombine
Kullanilmasi Onerilir. Diisuk ¢ozunurluklu
kiitle analizorleri 6zellikle bilinen maddelerin
analizlerinde tercih edilir. Piyasaya yeni
c¢ikmis ve Kimligi heniiz bilinmeyen yeni
maddelerin analizlerinde dustik ¢oziintrliikli
Kkiitle analizorleri yeterli degildir. Clinkii; bu
maddelerin kimligi bilinmemektedir, Kkiitle
spektrometr cihazlarmin lisansh kitiiphane-
lerinde yoktur ve bu maddelere 0Ozgi
referans standart materyaller heniiz piyasaya
cikmamustir. Piyasaya yeni cikmis ve kimligi
henuz bilinmeyen yeni maddelerin tespiti icin

yuksek ¢ozunurliiklu Kiitle analizorleri faydal
olabilir.
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