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SUNUM PLANI

Adli Toksikoloji nedir?

Tarama testleri nelerdir?

Dogrulama testi nedir?

Dogrulama amaclh kullanilan analitik yontemler nelerdir?
» Dusuk ¢cozunurluklt MS’ler
> Yuksek cozunurlukla MS’ler



ADLI| TOKSIKOLOJI NEDIR?

Kimyasal maddelerin canli organizmalardaki sistemler
Uzerinde istenmeyen, zararli, olumsuz sonuclar
olusturan etkilesmelerini hukuksal acidan inceleyen bir

bilimdir.



KONUNUN ONEMI NEDIR?

e Son on bes yildir uyusturucu, uyutucu ve uyarici
madde cesitliliginin artmasi;

Sentetik kannabinoidler, katinonlar ve fenetilaminlerin piyasaya
girmesi.

Yasal engellerin asilabilmesi icin piyasaya surekli olarak yeni bir
sentez Urununun sunulmasi nedeni ile psiko-aktif maddelerin
laboratuvar ortaminda analizinin guglesmesi.

Bu maddelerin birgcogunun hala uyusturucu madde kapsaminda
olmamasi sebebi ile yasal sorumsuzluk.

Maddelerin bircok farkli isim altinda pazarlanmasi.

Paketlerinin Uzerinde yasal amaclar icin kullanildigr intibaini
yaratan ibarelerin bulunmasi.

Maddelerin pazarlama stratejisinde bitkisel olduklari icin zararsizdir
algisi olusturulmasi.

Kokusuz olmalari nedeni ile sosyal ortamlarda dahi fark edilmeden
kullanilabilmeleri ve teminindeki kolayliklar.



ADLI TOKSIKOLOJI LABORATUVARINDA

YAPILAN ANALIZLER

« Uyusturucu, Uyutucu, Uyarict Maddeler ve Metabolitlert;
Kannabinoidler, Katinonlar, Opiatlar ve Metabolitleri,
Benzodiazepinler, Kokain ve Metabolitleri, Esrar ve
Metabolitleri,  Barbituratlar, Trisiklik  Antidepresanlar,
Amfetaminler, ...

« Alkol ve Metabolitleri; Etanol, Metanol, Propanol, Etil
Glukoronid, Etil Sulfat

 Ucucu Maddeler; Hekzan, Aseton, Toluen
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ADLI TOKSIKOLOJI LABORATUVARINDA

CALISILAN NUMUNELER

e |drar

 Tam Kan

e Serum

o Kil

o Tukuruk

* Mide aspirati

» |cerisinde yabanci bir etkenin arandigi her
turlt kati ve/veya sivi



TARAMA YONTEMLERI

1. Immunoassayler
a) Point-of-Care Testing

b) Otomatize Immunoassay analizleri; RIA, ELISA,
Enzyme Multiplied |IA, Fluorescent Polarization IA, Kinetic
Interaction of Microparticles in Solution, Cloned Enzyme
Donor |IA

2. Spektrofotometre: UV, VIS, IR

3. Kromatografik teknikler: TLC, GC, GC/TOF, HPLC, UPLC,
LC/QTOF



KARSILASTIRMA

Tarama YOontemleri Dogrulama Yontemleri
* Ucuz « Pahali
« Hizl * Yavas

Semi-kantitatif
Yuksek hassasiyet
Dusuk ozgulluk

Kantitatif
YuUksek hassasiyet

Yuksek ozgulluk
(dusuk yanlis pozitiflik)



DOGRULAMA YONTEMLERI

1. Dusuk Cozunudrlukla MS’ler
- Q
— QQQ

— lon trap

2. Yuksek Cozunurlukltd MS’ler
— TOF
— QTOF
— Orbitrap
— QOrbitrap



DOGRULAMA YONTEMLERI

« Tarama testinden farkli ve daha spesifik bir fizikokimyasal
prensibe dayali yontem olmalidir.

 Dogrulama yontemi olarak altin standart yontem Kitle
Spektrometresidir.

« Eger tarama yontemi olarak immunoassay kullanildi ise
dogrulama yontemi olarak MS ile birlestiriimis kromatografik
metodlar kullanilabilir.  Ancak yeteri kadar spesifite
olmayacagi icin GC/FID uygun degildir.



DOGRULAMA YONTEMLERI

Eger kimyasal tirevlendirme ile ali konma zamanlari degistirilir
Ise hem tarama hem de dogrulama icin ayni sistemin
kullaniimasi kabul edilebilir.

Etanolde yalanci pozitif sonu¢ beklenmese de ikinci bir analitik
sistem kullanilarak dogrulama yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Olcum prensibinde biraz farklilk olsa bile farkli bir
Immunoassay Yyontemi kullanilarak diger Immunoassay
sonucunun dogrulanmasi kabul edilemez. Cunkd; her ki
Immunoassay Olcimunde de capraz reaksiyonlar gortlebilir.



DOGRULAMA YONTEMLERI

MUmkuUn olan en dogru ve en spesifik testler kullaniimalidir.

Tarama testleri ile ayni ya da daha yuksek hassasiyete sahip
olmalidir.

Mimkinse ekonomik olmalidir.

Bir cok laboratuvarda standardizasyonu saglayabilecek kadar
basit olmalidir.

Sonuclar kanuni olarak savunulabilir olmalidir.

Etanol ve karbon monoksit dahil tim analitler i¢in ikinci bir
dogrulama tekniginin kullaniimasi tavsiye edilir.
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KUTLE SPEKTROMETRELERI
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COZUNURLUK

QQQ lon Trap Orbitrap




DUSUK COZUNURLUKLU MS’LER
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YUKSEK COZUNURLUKLU MS’LER

QTOF A
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HEAD SPACE /| GAZ KROMATOGRAFI

HSS
transfer line

S/S AUX
Inlet EPC
DB-A < Purged
Column /°;| splitter
Agilent 76 97A
Agilent Headspace
5977B MSD Agilent 7890B Column Sampler

« Alkol ve diger ucucu toksik bilesiklerin analizlerinde kullantlir.

« 7 ml kadar sivi alabilecek bir cam tlpe 0.2 - 0.5 ml numune konur,

agzi sikica kapatilarak uygun bir sicaklikta 10 dakika dengeye

birakilir. BOylece ucucu madde gaz fazina gecgmis olur. Bu gaz
fazindaki numune kolona enjekte edilir.



HEAD SPACE /| GAZ KROMATOGRAFI

181 TIC

Methanol

Acetone

2-Propanol

Ethanol

N-Propanol

o Toe (LGN BN D v YOS MR Emn Do fun (O Sy R ZEE Zen U ISow DER Bmv gr joe TR b mmnn mwh £ ZENE Ao Imns e Gmed SR Bee My es o D Do o b ST EDN DR T pew @RI Orm Amm Loey g EmD S srm row R

Time 0.2

0.4

Agilent



GC-MS / KOKAIN
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GC-MS / KOKAIN

(Es) 182

82

142

82 303

SIM chromatogram for cocaine

: m/z

g lon ratios:

% 82/182=0.88 +20%
303/182=0.23+20%

14 24

222 244 259
40 &0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z
Full-scan mass spectrum of cocaine Clinical Toxicology (2012), 50, 733-742




GC-MS / JWH-018
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Forensic Toxicol (2015) 33:175-194



GC-MS AVANTAJ-DEZAVANTAJLARI

Avantajlari

|A ve HPLC-UV'den daha fazla sensitiftir.
*YUuksek tekrarlanabilirlik.

-Kutuphane.

Headspace autosampler ile baglanti sayesinde ucucularin
analizi icin idealdir.

Dezavantajlari

Ucucu omayan, polar ve isiya dayaniksiz Dbilesikleri
Olcemez.

Uzun ornek hazirlama gerektirir. Clinkl separasyon olmasi
icin genellikle, maddeler ve metabolitleri az polar ve daha
ucucu turevlerine donusturulmelidir.



SIVI KROMATOGRAFI-KUTLE

SPEKTROMETRESI (LC-MS/MS

« Standart HPLC tekniginde madde sadece retansiyon
zamani ile teshis edilir iken LC-MS/MS teknolojisi ile
retansiyon zamanina ek olarak “precursor ve product”
lyonlar ile degerlendirilmektedir.

« Ayni m/z oranina sahip pek cok molekil mevcut
olmasina karsin ayni parcalanma iyonlarina sahip
molekul sayisi dogada 1/10.000'dir.



LC-ESI-MRM

Collision gas 265

]

o1 02 Q3
Molecular Prekirsor Product  Dwell Time Collision Retention
Compound Weight ion ion (msec) Energy (CE) Time
Alprazolam 308.0829 309.1 205 25 50 8.03
Amitriptyline 277.183 278.2 91 25 42 7.8
Cocaethylene 317.37 318.2 196 25 39 4.32
Cocaine 303.1471 304.1 82 25 40 3.6
Fentanyl 336.2202 337.2 188 25 43 5.18
Methadone 309.2093 310.1 265 25 35 7.56
Methamphetamine 149.1204 150.1 91 25 27 2.96
Oxycodone 315.1471 316.1 241 25 40 2.6
THC 314.2246 315.1 193 25 34 14.91



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Methadone.svg
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LC-MS/MS ANALIZ ORNEKLERI
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LC-MS/MS AVANTAJ-DEZAVANTAJLARI

(GC-MS ile karsilastirma)

Avantajlari

*Artmis sensitivite ve spesivite

Minimal 6rnek hazirlama

Ucucu olmayan, polar ve isiya dayaniksiz bilesikleri
tespit edebilme

*Toksikoloji testlerinde yeni “gold standard” metod
mudur?

Dezavantajlari
-KUtlphanesinin yetersiz olmasi
*Metod validasyonunda matriks etkisi




YUKSEK COZUNURLUKLU MS

Analvtica Chimica Acta 'R7(2016) 1320

Contents lists avallable st ScienceDimct

Analytica Chimica Acta

FR journal homepage: www.elsevier.com/locate/aca

Review

Review: LC coupled to low- and high-resolution mass spectrometry
for new psychoactive substance screening in biological matrices —
Where do we stand today?

@ CrossMark

Markus R. Meyer *°, Hans H. Maurer "

* Department of Pharmacology and Pharmecoepidemiology, Heideberg University Hospital Heidelberg Germany
¥ Department of Expertmental and Chnical Tadcokbgy, Saarfand University, Hombieyg, Germany

HIGCHLIGCHTS CRAPHICAL ABSTRACT

high-resolution MS are reviewed,

e Only articles considered for new NPS ???
L

psychoactive substances <reening, HE

e Latest developments and applica- +
tions are highlighted
o Selected papers cntically discussed.

e Application of LC coupled to low- and LC




YUKSEK COZUNURLUKLU MS

« GC-MS ve LC-MS/MS’deki kisithlik ayni prekirsér iyona (ayni nominal kutleli,
izobarik) sahip olan bilesiklerin kromatografik olarak ayrilmasi gerekliligidir. Aksi
taktirde bu bilegikler birbirinden ayrilamaz.

 Ancak LC-HR/MS ayni nominal kttleye sahip olan bilesikleri birbirinden ayirabilir.
Bu nedenle matriks kaynakl iyon sinyalinde artma ya da baskilanma olmadigi
surece bu bilesiklerin kromatografik olarak ayristiriimasi gerekmez.

H
NCH, | 0O
/i NCH,CH=C(CH,),
.‘ ) H,
“N
H,N
HO ; OH Cl CH,
HO
Morfin (C17H19NO3) 7-aminoklonazepam (C15H12CINO3) Pentazosin (C19H27NO)
MA: 285.1365 Da MA: 285.0669 Da MA: 285.2093 Da

Clinical Toxicology (2012), 50, 733—-742



YUKSEK COZUNURLUKLU MS’IN

AVANTAJLARI

« Kuadrupol MS ve ion trap MS dusuk cozunurlakladar (unit
resolution) ve 1 m/z fark ile iyonlari ayirabilir.

 TOF ve Orbitrap yuksek cozunuarltkladar. 0.0006 m/z fark
lle iyonlari ayirabilir. En 6nemli avantajlarindan birisi “full
scan mod” ile elde edilen dogru molektl kuatlelerinin
kullanimi sayesinde yeni ila¢c ve metabolitlerinin mevcut
olan tarama programlarina hizli bir sekilde ilave
edilebilmesidir.

« LC-HRMS/MS izobarik Dbilesiklerin ayristirilabilmesini
saglar.



YUKSEK COZUNURLUKLU MS’IN

DEZAVANTAJLARI

Yapisal ya da sterio izomer gibi ayni molekutler formule sahip
olan bilesikleri ayirt edemez. Bu durumda kromatografik
separasyon gerekKir.

Kutle spektrum kutuphaneleri genellikle bir enstrimandan
digerine transfer edilemedigi Icin enstrumana 0zgu
ktttphanelerin olusturulmasi gerekir.

LC-HR/MS’in dinamik araligi LC-MS/MS’inkisinden daha
klcuktdr. Dinamik aralik bir katle analizérintin dogru olarak
olcebilecegi en yuksek konsantrasyon demektir.

Pahalidir.



IZOBARIK BILESIKLER; HRMS
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SENTETIK KANNABINOIDLER

N N N N (a) Carboxylation the N-
A (L C\ NAN alkyl chain
0 N 0 ™ 0 N O N7
i Y\/ ﬁ\/\/ (b) Monohydroxylation at
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Life Sciences 97 (2014) 78-90



OZET

 AdIi toksikoloji laboratuvarindaki tum analizler icin yeterli
tek bir teknik yoktur.

« GC-MS, LC-MS/MS ve LC-HRMS’in toksikolojik
analizlerde avantaj ve dezavantajlari vardir. Bu nedenle
de birden fazla teknigin kombine kullaniimasi gerekir.

 Full scan ile karsilastirildiginda SIM ve SRM modlari
analitik sensitiviteyi en az 100 kat artirir. Bu nedenle, GC-
MS ve LC-MS/MS 0zellikle targeted analizlerde tercih
edilmelidir.



OZET

* YUksek cozunuarluklt MS’ler referans standartlar olmadan
da fullscan MS ve MS/MS modlarinda bilegiklerin dogru
kUtlelerini  belirleyerek kituphanede olmayan analitlerin
tespitini yapabildigi icin nontargeted taramalarda gold
standarttir. Ancak pratikteki temel sikinti izomerik bilesiklerin
ayrimidir.

* Yeni bilesiklerin tespiti icin; numuneler oncelikle LC-HR/MS
lle full-scan modda taranir. Bu sayede tespit edilen tim
bilesiklerin elemental yapisi belirlenir.

« Sonraki basamakta ise; bu bilesiklerin kimyasal yapisini
ortaya c¢ikaracak bilgilere ulasabilmek icin ise yarayabileceqi
disunulen her bir sinyal icin LC-MS/MS ile product iyonlar
belirlenir.



