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SUNUM PLANI

 Toksik madde nedir?

e Idrarin 6zellikleri nelerdir?

» Tarama testleri nelerdir?

* Dogrulama testi nedir?

* Dogrulamada kullanilan analitik yontemler nelerdir?
» Dusuk cozunurlukla MS’ler
> Yuksek ¢cozunurlukla MS’ler

* Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlari nelerdir?



TOKSIK MADDE NEDIR?

Hucrelere ve yasayan dokulara
kKimyasal, biyokimyasal ya da
radyoaktif nitelikte zarar veren

her turlu maddedir.

TOKSIK
(ZEHIRLI)
MADDE




TOKSIK MADDELER

 Metaller

« Tarim ilaclari

. Radyoaktif maddeler =

 Bitkisel ve hayvansal toksinler

« Endustriyel kimyasal maddeler

« Kotuye kullanilan ila¢g ve maddeler



KOTUYE KULLANILAN ILAC ve MADDELER

* Alkol ve Metabolitleri; Etanol, Metanol, Etil Glukoronid, Etil
Sulfat

* Ucucu Maddeler; Hekzan, Aseton, Toluen

« Halusinojen, Uyusturucu, Uyutucu, Uyarici Maddeler ve
Metabolitleri; Kannabinoidler, Katinonlar, Opiatlar ve
Metabolitleri, Benzodiazepinler, Kokain ve Metabolitleri,
Esrar ve Metabolitleri, Barbutiratlar, Trisiklik
Antidepresanlar, Amfetaminler



KLAVUZ
CLINICAL AND
&’// i _
INSTITUTE® April 2007

Toxicology and Drug Testing in the Clinical

Laboratory; Approved Guideline—Second
Edition




KLAVUZ

CLINICAL AND
LABORATORY

STANDARDS
INSTITUTE® March 2010

Gas Chromatography/Mass Spectrometry
Confirmation of Drugs; Approved
Guideline—Second Edition




NEDEN IDRAR?

« Otomatize analizlere uygundur.

« Kan orneklerine gore en onemli
avantajlari, kullanilan maddenin ve
metabolitlerinin yuksek konsantrasyonda
bulunmasidir.

 Yapisinda serbest serum proteinleri,
lipidler ve diger buyuk molekuler agirlikli
bilesiklerin bulunmamasi toksikolojik on
analizleri ve numune hazirligini
kolaylastirir.

« Saptama penceresi orta uzunluktadir.

« Idrar analizleri Uzerine oldukca fazla
deneyim vardir.



IDRARDA TESPIT ZAMANLARI

Madde

Amfetamin
Barbiturat
Benzodiazepin
Kokain
Marijuana (THC)
MDMA
Metamfetamin
Opiat

Metadon

TCA

Cut-off Degeri

1000 ng/mL
300 ng/mL
300 ng/mL
300 ng/mL
50 ng/mL
500 ng/mL

1000 ng/mL

2000 ng/mL
300 ng/mL

1000 ng/mL

Idrarda Kalis Siiresi

2-{ saat
2-4 saat
2-{ saat
1-4 saat
2 saat
2-{ saat
2-{ saat
2 saat
3-8 saat

8-12 saat

Minimum Maksimum

2-4 gun
7-21 gun

1-4 gun
2-4 gun

15-30 gun

1-3 gun
2-4 gun
2-3 gun
1-3 gun
2-7 gun



KARSILASTIRMA

Tarama Dogrulama
Yontemileri Yontemleri

 Ucuz « Pahali

« Hizli * Yavas

« Semi-kantitatif « Kantitatif

* Yuksek hassasiyet * Yuksek hassasiyet

« Dusuk ozgulluk * Yuksek ozgulluk (dusuk

yanlis pozitiflik)



TARAMA YONTEMLERI

1. Hasta Basi Analizler

2. Immunoasseyler

RIA, ELISA, Enzyme Multiplied I|A, Fluorescent
Polarization IA, Kinetic Interaction of Microparticles in
Solution, Cloned Enzyme Donor IA

3. Kromatografik Teknikler

TLC, GC, GC/TOF, HPLC, UPLC, LC/QTOF



TARAMA YONTEMLERI

* Negatif ornekleri pozitif olabilecek orneklerden ayirmak

icin kullantlir.
1. Basamak 2. Basamak Degerlendirme
—> Negatif » Negatif
Laboratuvar Testi R
Suphede (pozitif kullamm bulgusunda) — Negaﬁf —_ > Negatif
veya dogrudan istenir
—> Pozitif —

—> Pozitif ——» Pozitif

Tarama Dogrulama
(Baslangicg) (Son)

Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2016; 14(1): 58-71




DOGRULAMA YONTEMLERI

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

MUmkun olan en dogru ve en spesifik testler kullaniimalidir.

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

Mumkunse ekonomik olmalidir.

Bir cok laboratuvarda standardizasyonu saglayabilecek kadar
basit olmalidir.

Sonugclar kanuni olarak savunulabilir olmaldir.



DOGRULAMA YONTEMLERI

Dogrulama yontemi olarak altin standart yontem Kiutle
Spektrometresidir.

Olcim prensibinde biraz farklilik olsa bile farkli bir
Immunoassay yontemi kullanilarak diger immunoassay
sonucunun dogrulanmasi kabul edilemez. Cunku; her iki
Immunoassay olgumunde de capraz reaksiyonlar gorulebilir.

Eger kimyasal tureviendirme ile ali konma zamanlari
degistirilir ise hem tarama hem de dogrulama igin ayni sistemin
kullaniimasi kabul edilebilir.



DOGRULAMA YONTEMLERI

. Dusuk Cozunurluklu MS’ler

— Q, QQQ, lon Trap
« Hedeflenmis analizler

. Yuksek Cozunurluklu MS’ler

— TOF, QTOF, Orbitrap, QOrbitrap
« Hedeflenmis ve hedeflenmemis analizler



DUSUK COZUNURLUKLU MS’LER
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YUKSEK COZUNURLUKLU MS’LER
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lon ratios:
82/182=0.88 +20%
303/182=0.23+20%

Clinical Toxicology (2012), 50, 733-742



Abundance

m/z-->
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Forensic Toxicol (2015) 33:175-194



GC-MS AVANTAJ-DEZAVANTAJLARI

Avantajlari

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

Kutuphane.

Headspace autosampler ile baglanti sayesinde ucucularin
analizi icin idealdir.

Dezavantajlari

Ucucu olmayan, polar ve Isiya dayaniksiz bilesikleri
olcemez.

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



LC-ESI-MRM

82

@)

&

Q1 Q2 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




LC-MS/MS AVANTAJ-DEZAVANTAJLARI

(GC-MS ile karsilastirma)

Avantajlari

*Artmis sensitivite ve spesivite

Minimal ornek hazirlama

Ucucu olmayan, polar ve Isiya dayaniksiz bilesikleri
tespit edebilme

*Toksikoloji testlerinde yeni “gold standard” metod

Dezavantajlari
Kutuphanesinin yetersiz olmasi
*Metod validasyonunda matriks etkisi




YUKSEK COZUNURLUKLU MS

Analytica Chimica Acta 927 (2016) 13-20

Contents lists available at ScienceDirect

Analytica Chimica Acta i)

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 Pharmacobogy and Pharmacoepidermdology, Heideberg University Hospital Heidelberg Germany
" Department of Expertmental and Chinical Toxicokgy, Saarfand University, Homburg, Germany

HICHLIGHTS CRAPHICAL ABSTRACT

e Application of LC coupled to low- and
high-resolution MS are reviewed, LC

«Only articles considered for new NPS ???
-

psychoactive substances screening. . .

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




YUKSEK COZUNURLUKLU MS

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

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

H
NCH, | 0O
Vi 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, 733742



IZOBARIK BILESIKLER;

2-amino-1-(4-bromo-2,5-dimethoxyphenyl)ethanone @ .

CH;
o o !
Beta-keto-2CB e o SCH; O<cn,
. ":C\O ch\o
Mo "o Br Br

*p
100 7 228 )862
0552 ) 27 “70,8r ' 78
50 1,0, 10 xooy 10 ‘,O,NBI'
03 T T T T l
50 1
2,5-dimethoxy-4- bromamphetamlne NH;
o\
CH
DOB JJ ™
‘cu, SCHy me
Br
SR RIS il ’ Lol - 2283862
100 756 1 CyH,,0,Br
50 10101 ,!H“O,
e L) L] L L L l‘ L) l L) | L) L] L) L L) 4 L]
50 100 150 200 2§o

Arch Toxicol (2016) 90:2161-2172



YUKSEK COZUNURLUKLU MS’IN

DEZAVANTAJLARI

Yapisal ya da sterio izomer gibi ayni molekuler formule sahip
olan Dbilesikleri ayirt edemez. Bu durumda kromatografik
separasyon gerekir.

Kutle spektrum kutuphaneleri genellikle bir enstrumandan
digerine transfer edilemedigi icin enstrumana 0zgu
kutuphanelerin olusturulmasi gerekir.

LC-HR/MS’in dinamik araligi LC-MS/MS’inkisinden daha
kucuktur. Dinamik aralik bir kutle analizorUntun dogru olarak
Olcebilecegi en yuksek konsantrasyon demektir.

Pahalidir.



SENTETIK KANNABINOIDLER

o AN~ eoon (a) Carboxylation at
I\PR . the N-alkyl chain

(a) O ,/1\\\/"‘1 ] .
\ I | (b) Monohydroxylation

- ~ " Q12 at the N-alkyl chain
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(e) 1 (f) Monohydroxylation
f\,(%)\,a at N-alkyl chain

Life Sciences 97 (2014) 78-90



OZET

« Tum toksikolojik 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 gerexir.

« GC-MS ve LC-MS/MS ozellikle hedeflenmis
analizlerde tercih edilmelidir.



OZET

» Yiksek cozinurlikli MS’ler referans standartlar olmadan
da fullscan MS ve MS/MS modlarinda bilesiklerin dogru
kutlelerini belirleyerek kutuphanede olmayan analitlerin
tespitini yapabildigi icin hedeflenmemis taramalarda gold
standarttir. Ancak pratikteki temel sikinti izomerik
bilesiklerin ayrimidir.

* Yeni bilesiklerin tespiti icin; numuneler oncelikle LC-HR/MS
ile full-scan modda taranir.

« Sonraki basamakta ise; bu bilesiklerin kimyasal yapisini
ortaya c¢lkaracak bilgilere ulasabilmek icin ise
yarayabilecegi dusunulen her bir sinyal icin LC-MS/MS ile
product iyonlar belirlenebillir.



