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Amagc: Etil glukuronit (EtG) ve etil siilfat (EtS), etanoliin oksidatif olmayan mindr metabolitleridir. ilk etanol tiiketiminden kisa bir siire sonra
cesitli viicut sivilarinda tespit edilebilirler ve ana bilesik olan alkolden daha uzun bir dedeksiyon penceresine sahiptirler. Son alkol tliketimine
yonelik oldukca hassas ve spesifik biyobelirtecler olarak kabul edilirler. EtG ve EtS biyobelirtecleri genellikle klinik ve adalet sistemi icinde alkolden
uzaklasmanin izlenmesinde kullaniimaktadir. Bu calismada, idrar ve serum matrislerinde EtG ve EtS'nin kalitatif ve kantitatif tespitini saglayan kolay
ve etkin maliyetli analiz metodolojisinin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem: idrar ve serumda EtG ve EtS biyobelirteclerinin es zamanh miktar tayini icin, hizh ve giivenilir numune hazirlik protokolleri iceren
5 dakika analiz siireli LC-MS/MS metodu gelistirilmis ve vailde edilmistir. Her iki alkol metabolitinin 6ncl iyonlarla birlikte iki tirlin iyonu izlenmis
ve EtG'nin ddtoro tiirevi i¢ standart olarak kullanilarak sonuclarin glvenilirligi artirilmistir.

Bulgular: incelenen validasyon kriterleri ve elde edilen degerler, uluslararasi kilavuzlarca esasinca belirlenmis olup kabul edilebilir araliklarda
bulunmustur. Bdylece basit, hizlinumune hazirlik prosediirlerine sahip, idrar/serum numunelerinde hassas, spesifik EtG ve EtS tayini gergeklestirilebilecek
otomasyona uygun bir analitik ¢dziim Gretilmistir.

Sonug: Calismamizda EtG ve EtS'nin idrar ve serum matrislerinde eszamanli kantitatif analizi i¢in LC-MS/MS temelli analitik metodoloji gelistirilmistir.
Numune hazirhdiin hicbir asamasinda kimyasal modifikasyon (treviendirme), SPE kartuslu matris temizlik veya konsantre etme gibi zaman alici ve
maliyetli islemler uygulanmamistir. Gelistirilen analitik metot, uluslarasi kabul gérmiis biyokimyasal analitik metot gelistirme kilavuzlari cergevesince
valide edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkol Biyobelirtecleri, Etil Glukuronit, Etil Stlfat, Alkol Kullanim Bozuklugu, LC-ESI-MS/MS

Abstract

Objectives: Ethyl glucuronide (EtG) and ethyl sulfate (EtS) are minor non-oxidative metabolites of ethanol. They can be detected in body fluids
shortly after ethanol consumption and have a longer detection window than the parent compound. They are considered highly sensitive and specific
biomarkers for recent alcohol consumption. EtG and EtS biomarkers are often used in the clinical and justice system to monitor alcohol withdrawal.
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Abstract

In this study, it was aimed to develop an easy and cost-effective analysis methodology that provides the qualitative and quantitative detection of
EtG and EtS in urine and serum matrices.

Materials and Methods: For the simultaneous quantification of EtG and EtS biomarkers in urine and serum, an LC-MS/MS method with fast and
reliable sample preparation protocols with 5 minutes analysis time has been developed and validated. Two product ions along with the precursor
ions of both alcohol metabolites were monitored and the deuteron-derivative of EtG was used as an internal standard, for increasing the reliability
of the results.

Results: The validation parameters and obtained values were investigated based on international guidelines.They were found within acceptable
ranges. Thus, sensitive determination of EtG and EtS in urine/serum samples was achieved with a simple sample preparation protocol which could
be automated.

Conclusion: In this study, a simple LC-MS/MS based analytical methodology has been developed for the simultaneous quantitative analysis of EtG
and EtS in urine and serum matrices. Time-consuming and costly processes such as chemical modification (derivatization), matrix cleaning with SPE
cartridges or concentration were not applied at any step of sample preparation. The developed analytical method has been validated within the

framework of internationally accepted biochemical analytical method development guidelines.
Key Words: Alcohol Biomarkers, Ethyl Glucuronide, Ethyl Sulphate, Alcohol Use Disorder, LC-ESI-MS/MS

Alkoliin kottye kullanimi, tiim sosyo-ekonomik gruplarda
goriilmekle birlikte morbidite ve mortalite ile yakin iliskisi
raporlarla ortaya koyulmaktadir. Alkoliin kotlye kullaniminin
modern toplumlar (izerindeki artan etkisi nedeniyle, alkol
takibinde kullanilan biyokimyasal belirtecler, alkol tiketim
paternlerinin arastiriimasinda, alkolle iliskili hastaliklarin tedavi
stireclerinin izlenmesi ve degerlendirilmesinde zengin bir arac
kutusu sunmaktadir (1-3). Alkol kullanan popiilasyonlarla
yapilan arastirmalarda, bir bireyin alkol alimini degerlendirmek
icin genellikle kisi beyani esas alinmaktadir. Ancak, alkol kullanim
bozuklugu olan ve alkol tiketim miktarlarini dogru bildirmeyen
bireylerde, kisisel beyanlar glivenilmez hale birtinebilmektedir.
Alkol kullanimina iliskin kisi beyanlarindan derlenmis verilerin
aksine, cesitli biyolojik matrislerden yapilan biyobelirtec dizeyi
olctimleri, daha objektif sonuclar saglayabilmektedir (4,5).

Biyobelirtecler, alkolden daha uzun bir tespit penceresine
sahip olduklari icin, alkol tiiketiminin retrospektif olarak
saptanmasina olanak tanirlar. Bu durum, terapdtik cabalarin
izlenmesine yardimcr olmakla birlikte, tedavi boyunca relapsin
ortaya cikarilmasinda onemli bir dayanak arz etmektedir.
Uyusturucu rehabilitasyon programlari sirasinda bireyin asiri icki
icmesi, alkolle baglantili komorbidite riskini dogurdugundan,
objektif araclarla bu durumun izlenmesinin énemi bir kez daha
ortaya ¢cikmaktadir. Alkol kullanimini tespit etmek icin kanda
veya nefeste dogrudan etanol dlciimii ilk tercih edilen analitik
yaklasim olsa da, etanoliin dar tespit penceresi bu yontemlerin,
glinler 6nce meydana gelen alkol kullanim tekrarlamalarini
tespit etmede duyarlihgini ve faydasini azaltir (6). Bu nedenle
dogru alkol biyobelirtecinin, giivenilir analiz yontemleriyle
olciilmesi icin biylik cabalar sarf edilmektedir. Alkollin kotiiye
kullaniminin  tespiti ve takibine yonelik glniimiize kadar

patofizyolojik ©zellikleri, hassasiyetleri, secicilikleri ve tespit
pencereleri temelinde farkliliklar gosteren cesitli biyobelirtecler
kesfedilmis ve klinik uygulamalarda yerini almistir. Biyobelirte¢
temelli geleneksel alkol testleri, alkol tiiketiminden kaynaklanan
toksik sonuclari belirlemek icin dolayli biyobelirteclerin (GGT,
ALT, AST, CDT vb.) 6lctimiine odaklanir. Bununla birlikte dolayh
biyobelirtecler, fizyolojik/patolojik kosullardan etkilendikleri
icin yeterince spesifik olmamaktadir ve yalnizca uzun sireli
alkol tuketimininin belirlenmesinde islev gostermektedir.
Alkolden uzaklastirmaya yonelik uygulanan programlarda bu
biyobelirteclerin izlenmesi, genellikle diisik oranda faydali
olmaktadir. Alkol kullanimini saptamada tercih edilen dogrudan
biyobelirtecler ise, kimyasal yapisinda etanolden gelen iki
karbonu icermekte olup, etanol molekiiltiniin oksidatif olmayan
metabolik donlsiim Urinleridir. Dogrudan biyobelirtecler
arasinda, etil glukuronit-EtG ve etil siilfat-EtS, sindirilen
etanoliin  cok kicik bir miktarindan (<%0,1) enzimatik
olarak donustiirilen (sirasiyla UDP-glukuronosiltransferaz ve
siilfotransferaz) faz Il reaksiyon metabolitlerini temsil eder
(2,7,8). Cesitli biyomatrislerde EtG ve EtS biyobelirtecleri klinik,
adli tip, trafik olgulari ve is yeri izlemede yaygin olarak analiz
edilmektedir (7,9).

EtG EtS antemortem alkol alimini dogrulamak amaciyla
siklikla kullanilan biyobelirteclerdir (10).

Etanol tiketim diizeyine bagli olarak, EtG ve EtS idrarda
4 gline kadar, kanda ise 8 saate kadar saptanabilmektedir
(7,9). Bununla birlikte, numune alinan bireyin mevcut saglik
durumundan ve ornek toplama kosullarindan kaynakl yalanci
pozitif/negatif sonuclara ek olarak EtG'nin immiinolojik temelli
testlerinde de capraz reaksiyonlar devreye girebilmekte ve
sonuglarin  glivenirligine golge dustirebilmektedir (11-14).
Bu noktada, farkli tiirden biyomatrislerde EtG ve EtS'nin es
zamanli ve dogru Ol¢iimiini saglayabilecek glvenilir bir analitik
yonteme sahip olmak blyiik 6nem arz etmektedir. Son yillarda,
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hassas ve spesifik dlclim metotlarinin gelistirilmesine imkan
sunan, sivi kromatografisi ardisik kiitle spektrometrisi (LC-MS/
MS) teknigi, bu tiirden analiz metotlarinin gelistirilmesinde
on plana cikmaktadir. Bu calismada, hem idrar hem de serum
matrisinde EtG ve EtS biyobelirteclerinin es zamanh 6l¢limin
gerceklestirebilecek, "seyrelt ve enjekte et” ile “protein ¢oktir
ve enjekte et" numune hazirhk yaklasimlarina sahip hizh
ornek hazirlama protokolleri iceren LC-MS/MS analiz metodu
gelistirilmistir.

Gerec ve Yontem

Kimyasallar ve Materyaller

Kitle dedeksiyonu (MS/MS) optimizasyon calismalarinda,
Recipe Chemicals+Instruments GmbH (Miinich, Almanya)
firmasindan tedarik edilen EtG ve EtS bilesiklerinin 1 pg/
mL konsantrasyonlu standart karisim sollisyonu (MS8014)
kullanilmistir. Analiz metodu gelistirme stirecinde kullanilan
insan idrari matrisi temelli liyofilize kalibrator (MS8413) ve
kalite kontrol Grnekleri (MS8083) Recipe Chemicals+Instruments
GmbH (Minich, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Serum
matrisli calismalarda ise EtG ve EtS icermeyen fetal sigir
serumu (F6765) kullaniimistir (Sigma-Aldrich, Almanya). i¢
standart olarak kullanilan EtG-D5 Toronto Research Chemicals
(Toronto, Kanada) firmasindan temin edilmistir. LC-MS kalite
asetonitril, LC-MS kalite metanol ve formik asit (%098 saflikta)
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Amonyum asetat (%98 saflikta) Riedel-de Haen (Almanya)
firmasindan tedarik edilmistir. Trikloroasetik asit (TCA) ve cinko
stilfat heptahidrat (ZnSO,.7H,0) (%99 saflikta) bilesikleri Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. HPLC kalite
su laboratuvarimizda kurulu Elga Purelab Classic saf su cihazi
kullanilarak hazirlanmistir.

Kalibratr, Kalite Kontrol ve I¢ Standart Hazirhgi

Liyofilize kalibratdr ve kontrol 6rnekleri, Recipe firmasinin
bilgilendirme dokiimanlarindaki talimatlar uyarinca
¢OzUlmistir. Boylece idrar matrisinde; EtG icin 0,0-4745 ng/
mL arasinda kalibrator standartlar ve (¢ seviye kalite kontrol
ornekleri (125 ng/mL, 505 ng/mL ve 1961 ng/mL) ile EtS icin 0,0-
2021 ng/mL arasinda kalibrator standartlari ve lg seviye kalite
kontrol 6rnekleri (38 ng/mL, 185 ng/mL ve 745 ng/ml) elde
edilmistir. Sonraki asamada ise, idrar icin gelistirilen numune
hazirlik prosediiri cercevesince hazirlanmis ve LC-MS/MS
sistemine enjekte edilmistir. Serum matrisli ¢alismalarda, fetal
sigir serumuna EtG ve EtS standart karisimi belirli diizeylerde
eklenerek bir seri kalibrator standardi her iki biyobelirte¢ icin
tretilmistir. EtG ve EtS icin (0,0-100,0 ng/mL) konsantrasyonlu
kalibratorler elde edilmistir. Benzer islem uygulanarak iki seviye
ic kalite kontrol 6rnekleri hazirlanmistir. Bu 6rnekler, EtG ve EtS
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icin (30 ng/mL ve 60 ng/mL) konsantrasyonlarinda dretilmistir.
Sonraki basamakta ise, serum icin gelistirilen numune hazirlik
prosediirii tatbik edilmis ve LC-MS/MS sistemine enjekte
edilmistir. Idrar ve serum matrislerinde yiiriitiilen tiim
numune hazirlk calismalarinda, asetonitrilde ¢6zilmis 10 ug/
mL konsantrasyona sahip EtG-D5 i¢ standart soliisyonu (IS)
kullanilmistir.

LC-MS/MS Analiz Metodu

Analiz metodu gelistirme siireci Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, AB.D) marka 1290 High Speed Pump
(G7120A), 1290 Multisampler (G7167B) ve 1260 MCT
Infinity 1l (G7116A) modillerine sahip HPLC sisteminde ve
bu sisteme bagli elektrosprey iyon kaynakli 6470 Triple
Quadrupole LC/MS (G6470A) sisteminde yiritilmistir. EtG,
EtS ve IS bilesiklerinin MS/MS optimizasyon parametreleri
dogrudan kiitle spektrometresine inflizyon vyoluyla tayin
edilmistir. Biyobelirteclerin es zamanh olctiimi, ters faz sivi
kromatografisine uygun Agilent Zorbax Hilic Plus 2.1x100
mm 1.8 Micron (P.N. 959758-901) analitik kolonda, 20 mM
amonyum asetat ve %0,1 formik asit iceren su (mobil faz A)
ve asetonitril (mobil faz B) kullanilarak gerceklestirilmistir. Sivi
kromatografisi asamasinda 10 pL numune hazirligi uygulanmis
ornek, 20 °C'ye ayarlanmis kolon firinindaki analitik kolonda
asagidaki solvent gradienti cercevesince kromatografik ayrima
tabi tutulmustur; Baslangi¢c kosullarinda %58 oraninda mobil
faz A, 1 dakika boyunca sabit tutulmustur. Daha sonra mobil faz
A seviyesi 9%32'ye duslriilerek 3 dakika stiresince bu oranla akis
saglanmistir. Dordiincli dakikadan itibaren 2 dakika boyunca
mobil faz A seviyesi %9 disiirlilmustiir. Son olarak baslangic
gradient sartlarina 6. dakikada geri dénuilmustir. Toplam analiz
stresi 9 dk olarak belirlenmistir. Kiitle spektrometresi iyon
kaynagi parametreleri ise su sekilde ayarlanmistir; kurutma
gazi sicakhigi 300 °C, kurutma gazi akisi 10 L/dak, nebiilizor
basinci 40 psi, kilif gazi sicakligi 400 °C, kihf gazi akisi 10 L/dak,
kapiler voltaj negatif icin 3500 V, nozzle voltaj ise yine negatif
icin 500 V. kiitle dedeksiyonlari, ilgili 6ncil iyonun ¢arpismayla
indiiklenen ayrismasi ile meydana gelen Uriin iyon gecisleriyle
gerceklestirilmistir. EtG ve EtS analizi icin ¢oklu reaksiyon modu
kullanilmistir. Biyobelirteclere ve atanan IS'ye ait kiitle gecisleri,
her bir onciil iyon-iiriin iyon kiitle gegisleri icin ortak degeri
temsil eden optimum parcalanma voltajlarinda ve her iiriin icin
spesifik degeri gosteren optimum carpisma enerjilerinde (CE)
takip edilmistir (Tablo 1). Veri toplama ile kalitatif ve kantitatif
incelemeler, sirasiyla Agilent MassHunter Acquisition, Qualitative
ve Quantitative Analysis yazilim programlari kullanilarak
gerceklestirildi. Biyobelirteclerin kantitasyonu, matris etkisini
ve prosedlr kayiplarini telafi eden IS'nin kullanimiyla ve
matris etkili kalibratorlerin konsantrasyonlar iizerinde yapilan
kalibrasyon egrileri araciligiyla gerceklestirilmistir.
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Tablo 1: EtG ve EtS ile IS'nin coklu reaksiyon modu
parametreleri

Bilesik ?n:l/czljll iyon }J;l‘/‘z'; YOn  Fy (V) CE(V) Polarite
EtG 221.1 85.2 130 15 Negatif
EtG 221.1 75.0 130 15 Negatif
EtS 125.0 80.0 80 15 Negatif
EtS 125.0 97.0 80 35 Negatif
IS 226.1 85.2 130 15 Negatif

EtG: Etil glukuronit, EtS: Etil stilfat, IS: Standart soliisyon, FV: Parcalanma voltajlari, CE:
Carpisma enerjileri

Numune Hazirlik Denemeleri

idrar matrisi calismalan ve optimum numune hazirhk
prosediiriiniin belirlenmesi

100 pL idrar kalibrator/kalite kontrol Grnegdi bir HPLC vialine
pipetlenmistir. Daha sonra lizerine 50 pL IS sollisyonu ve cesitli
hacimlerde (350 pL, 850 pL ve 1850 ul) farkli kompozisyonlarda
asetonitril, metanol, %0,1 formik asit iceren HPLC kalite
su seyreltme reaktifleri ilave edilerek 5 saniye boyunca
vortekslenmistir ve ardindan da LC-MS/MS sistemine enjekte
edilmistir. Tim cahsmalardan elde edilen kromatogramlar
kalitatif olarak incelenerek, idrar matrisi icin optimum numune
hazirlik prosediiri belirlenmistir; 100 pL idrar kalibrator/kalite
kontrol ornegi lizerine 50 pL IS soliisyonu ve 850 pL 9%0,1
formik asitli su eklenmistir. Sonrasinda 5 saniye slresince
vorteksleme yapilmis ve LC-MS/MS sistemine enjekte edilmistir
(Kromatogram 1).

Serum matrisi ¢alismalari ve optimum numune hazirhk
prosediiriiniin belirlenmesi

50 pL serum kalibrator/kalite kontrol 6rnegi bir cam tiipe
aktarilmistir. Bu islemi takiben, 25 uL IS sollsyonu ve cesitli
hacimlerde (175 pL, 350 pL ve 850 pl) farkli kompozisyonlarda
(asetonitril, metanol, %15 TCA sollisyonu ve %15 ZnSO4
sollisyonu) protein ¢oktiriici reaktifler eklenerek 5 saniye
boyunca vortekslenmistir. Sonrasinda 3000 g'de 5 dakika
boyunca oda sicakhiginda santriflij islemi uygulanmistir. Son
asamada siipernatant bir HPLC vialine aktarilarak LC-MS/MS
sistemine enjekte edilmistir. Tim denemelerden elde edilen
kromatogramlar kalitatif olarak incelenerek, serum matrisi icin
optimum numune hazirhk prosediirii belirlenmistir; 50 pL serum
kalibrator/kalite kontrol Grnegi tizerine 25 ulL IS sollisyonu ve
175 pL asetonitril, sonrasinda 5 saniye siiresince vorteksleme
yapiimis ve 3000 g'de 5 dakika boyunca oda sicakliginda santrifij
islemi gerceklestirilmistir. Santriflij adimini takiben slipernatant
LC-MS/MS sistemine enjekte edilmistir (Kromatogram 2).

Metot Validasyon

Metot validasyon islemleri yayinlanmis uluslararasi kilavuzlar
takip edilerek gerceklestirilmistir. Bu baglamda idrar ve serum

matrisleri icin, matris etkili kalibratorlerden olusturulmus
kalibrasyon egrileri, dogruluk, kesinlik, saptama limiti (LOD),
kantitasyon limiti (LOQ) ve tasima (carry over) kriterleri
incelenerek belirlenmistir.

Kalibrasyon Egrileri

idrar matrisinde EtG icin 0,0-4745 ng/mL; EtS icin 0,0-2021
ng/mL konsantrasyon araligindaki dort kalibrator noktasi, bir
tekrarli hazirlanarak kalibrasyon egrileri Uretilmistir. Dogrusal
kalibrasyon egrileri, her bir biyobelirtecin pik alaninin i¢ standart
pik alanina oranlanmasiyla cizilmistir (R>0,999). Ayni adimlar
serum matrisi icin 0,0-100 ng/mL konsantrasyon araligindaki
dort kalibrator ile calisilarak atilmis ve dogrusal egriler R2>0,999
degeri ile elde edilmistir.

Dodruluk ve Kesinlik

Her iki matris icin dogruluk calismasi, iki seviye kalite
kontrol (EtG dusiik seviye: 125 ng/mL, yiiksek seviye: 1961 ng/

Kromatogram 1: idrar matrisi icin optimum numune hazirlikli enjeksiyon
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mL; EtS distk seviye: 38 ng/mL, yiiksek seviye: 745 ng/mlL)
standartlarinin her birini, G¢ gln boyunca hazirlanmasi ve
takiben LC-MS/MS sistemine enjeksiyonu ile gerceklestirilmistir.
Kesinlik calismalarinda ise her iki matris icin dustik seviyeli (EtG;
81,7 ng/mL, EtS; 29,1 ng/mL) ve yiiksek seviyeli (EtG; 4745 ng/mL,
EtS; 2021 ng/mL) standartlar on defa hazirlanarak enjeksiyonlar
yapiimistir. idrar matrisinde EtG diisiik seviye icin %RSD degeri
0,18; yiiksek seviye icin %RSD degeri 0,20; EtS analitinde distik
seviye icin %RSD degeri 0,38, yiiksek seviye icin %RSD degeri
0,23 bulunmustur. Serum matrisinde ise EtG dusiik seviye icin
0oRSD degeri 3,25, ylksek seviye icin %RSD degeri 4,12; EtS
analitinde dusiik seviye icin %RSD degeri 2,89, yiiksek seviye
icin %RSD degeri 3,88 olarak bulunmustur.

LOD ve LOQ Degerleri

Her iki matris icin, LOD ve LOQ degerlerinin tespitinde
konsantrasyonu en dusiik seviye kalibrator hazirlanarak on

Kromatogram 2: Serum matrisi i¢in optimum numune hazirhkli
enjeksiyon
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defa enjeksiyon gerceklestirilir. Elde edilen veriler kullanilarak
ortalama ve standart sapmalari {izerinden idrar matrisinde EtG
icin LOD 6,41 ng/mL, LOQ 21,37 ng/mL; EtS icin LOD 2,64 ng/mL
ve LOQ 8,81 ng/mL degerlerine ulasilmistir. Serum matrisinde
ise EtG ve EtS icin LOD 2,84 ng/mL, LOQ 9,48 ng/mL degerlerine
ulasiimistir.

Tasima (Carry Over)

Tasima, numune hazirhgi uygulanmis en yiiksek kalibrasyon
noktasinin enjekte edilmesi ve ardindan kor matrisin {g
enjeksiyonu ile incelenmistir. idrar matrisinde EtG icin 4745
ng/mL, EtS igcin 2021 ng/mL konsantrasyonlu kalibratériin
enjeksiyonun ardindan yapilan inceleme ve serum matrisinde
EtG ve EtS icin 100 ng/mL konsantrasyonlu kalibratoriin
enjeksiyonun ardindan yapilan inceleme sonucunda tasima
olgusuna rastlaniimamistir.

Alkol kullanimi; hastalik, yaralanma ve o6lim icin en
yiiksek bes risk faktoriinden biri olarak yerini almistir. Alkol
suistimali zamanla bircok hastaligr kotilestirip, gelisimini
hizlandirabilmekte ve komplikasyonlara yol acabilmektedir.
Ayrica, toplumun sosyal ve ekonomik vyikleriyle de siki
bir sekilde iliskilidir. Hastalarin alkol kullaniminin daha iyi
degerlendirilmesi, hem klinik uygulama hem de alkol kullanimina
iliskin epidemiyolojik calismalar tizerinde biiyiik etkiye sahiptir.
EtG ve EtS, etanol eliminasyonundan 8 saate kadar serumda,
96 saate kadar ise idrarda saptanabilen iki etanol metabolitidir.
Bu dogrudan alkol biyobelirteclerinin varli§i, bir olaydan sonra
(6rnegin; araba kazasi) Grnekleme gecikmesi durumunda son
etanol tiiketiminin gostergesidir (15). Yalanci negatiflik ve
yalanci pozitiflik durumlarinin belirlenmesi icin EtG ile EtS'nin
birlikte analiz edildigi calismalarda, EtG sonuglarinda ortaya
ctkan yalanci negatif ve yalanci pozitifliklerin EtS sonuglarinda
olmadigi saptanmistir. Bu sebeple EtG ile EtS'nin birlikte
calisilmasi onerilmistir (10).

Calisma kapsaminda, EtG ve EtS'nin idrar ve serum
matrislerinde es zamanli kantitatif analizi icin LC-MS/MS
temelli analitik metodoloji gelistirilmistir. Her iki etanol form
metabolitinin MS/MS dedeksiyonunda, énciil iyonlar (pozitif
polaritede) ve kendilerine 6zgii Grlin iyonlarina ait kiitle
gecisleri esas alinmistir. Sivi kromatografisi safhasinda ise polar
yapil analitik kolon ve molekdllerin iyonlasmasina uygun mobil
faz kombinasyonu tercih edilmistir. idrar ve serum matrislerinde
hedef analit disindaki bilesenlerinden ve numune hazirlik
asamalarinda kullanilan reaktiflerden kaynaklanabilecek matris
etkisi, kararh izotop etiketli i¢ standart kullanimiyla kompanse
edilerek, kantitasyon isleminin dogrulugu kuvvetlendirilmistir.
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Numune hazirligina yonelik ¢calismalar, giivenilir, etkin maliyetli
ve kullanici dostu basit bir protokoliin olusturulmasi yaklasimiyla
ylrittlmustr. idrar matrisinde “seyrelt ve enjekte et", serum
matrisinde ise “protein ¢oktiir ve enjekte et" prensipli numune
hazirlik protokolleri olusturulmustur. Numune hazirliginin hicbir
asamasinda kimyasal modifikasyon (tiirevlendirme), SPE kartuslu
matris temizlik veya konsantre etme gibi zaman alici ve maliyetli
islemler uygulanmamstir. Gelistirilen analitik metot, uluslarasi
kabul gormiis biyokimyasal analitik metot gelistirme kilavuzlari
cercevesince valide edilmistir. Bu kilavuzlardaki kriterler esas
alinarak, en distik kantitasyon limiti (LOQ), en dusiik tespit
limiti (LOD), calisma araligi, lineerite, dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, geri kazanim yiizdesi ve tasinma (carry over)
cahismalari gerceklestirilmistir. Bu noktada, gelistirilen analitik
metot ile es zamanh olculebilecek olan etanol biyobelirtecleri
ozellikle alkol kullanim bozuklugu teshisi konulmus bireylerin
tedavi etkinliginin izlenmesinde 6nemli veriler saglayabilecektir.
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