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TOKSİKOLOJİK ANALİZ

Toksikolojik değerlendirmelerin önemi 

 Mesleki, çevresel ve ilaç etkenlerine yönelik akut veya kronik 
zehirlenmelerin teşhisi

 Terapötik ilaç izlenmesi 

 Toksisite araştırmaları

 Bireysel tedavide genetik yatkınlığın tespiti 

 Risk değerlendirmesi

 Adli Toksikoloji

 Çevresel Toksikoloji 

 Klinik Toksikoloji

 Analitik Toksikoloji
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Toksikolojik Analiz Özellikleri

 İdeal toksikolojik test;

Valide edilmeli 

Kapsamı iyi tanımlanmalı 

Klinik açıdan güvenilir olmalı

 Sonuçları değerlendirilebilir olmalı 

 Toksisite testleri 

 Toksikolojik analiz 

Toksikolojik Analiz

TOKSİKOLOJİK ANALİZ

Hedefli Analiz Sistematik Analiz Çabuk Sistematik Analiz
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Toksikolojik Analizde Önemli Faktörler

Numunenin; 

seçimi

alım şekli

alınan miktar

saklanma koşulları 

Bilginin eksiksiz toplanması 

Analizin; 

uygunluğu (süresi, kapsamı, güvenilirliği) 

kullanılan kimyasalların/standartların saflığı 

gerektiğinde ana madde ve metabolitlerin izole edilebilmesi 

Şüphelenilen maddenin biyotransformasyonu-postmortem bozunması

Toksikolojik Analizde Önemli Faktörler

 Alınabilecek örnekler; 

 Biyolojik örnek

 Olay yeri kalıntıları
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Toksikolojik Tam (Sistematik) Analiz 
Cesetten Alınan Örnekler

 Mide (içindekilerle beraber)

 İnce barsaklar (en az 20 cm)

 Kalın barsak içeriği (100-200 g)

 Toplardamardan alınmış kan 
(olabildiğince fazla, en az 20 ml)

 Kalbin içindeki kanın tümü

 Karaciğer (200-500gr)

 Böbrek (en az biri)

 Mesanedeki idrarın tümü (0,5 ml 
kadar az bile olsa)

 Beyin (300 g)

 Kaslar (300 g)

 Safra (tümü, zorunlu durumlarda 

boş hali)

 Saçlar (baş derisine yakın kesilmiş)

 El-ayak tırnakları

 Yağ dokusu (uçucu narkotiklerden 

şüpheleniliyorsa)

 Akciğer (solunum yolu ile alınan 

zehir)

 Cesetteki enjeksiyon, tahriş v.b. 

izlerin etrafından

Toksikolojik Tam (Sistematik) Analiz 

Hastadan Alınan Örnekler

 Kusmuk veya mide yıkama suyu (ilk yıkama en az 1 L)

 Kan (10-50 mL)

 İdrar (24 saatlik, 200-300 mL)

 Feçes (100 g)

 Saçlar (5 g)

 El ayak tırnak parçaları

 Yağ dokusu (biyopsi ile)

 Hastanın soluğu

 Tükürük 

 Safra 

 Gözyaşı

 Beyin omurilik sıvısı

 Anne sütü
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Analize başlamadan önce;

 Örneğin şekli-büyüklüğü incelenir

 Ambalaj üzerindeki etiket okunur

 Adli vakalarda mühür kontrol edilir

 Net ağırlığı belirlenir

 Örnek temiz kuru bir kap içerisinde karıştırılır

 Örnek analiz amacına göre parçalara ayrılır

Toksikolojik Tam Analizde                  

Örneklerin Bölünmesi

Örneğin 1/3 ü tekrar işlemleri için ayrılır. 

Geri kalan kısım 5; eğer, kantitatif analiz yapılacaksa 6 eşit 

kısma bölünür
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2. Kısım: Uçucu zehirler (1.Esas grup)

Mikrodifüzyon yöntemi:

 Az miktarda uçucu zehirlerin izole 

edilmesinde

 Conway Mikrodifüzyon düzeneği: 

Uçucu zehirlerin tanınması ve 

kantitatif analizinde de kullanılır

 Dış odacık; biyolojik materyal + 

uçucu zehri açığa çıkaracak reaktif

 İç odacık; uçucu zehri adsorbe

edecek + renk reaksiyonu verecek 

reaktif

Alkol analizi

Deney no 1: Kanda Etil Alkol Tayini
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3. Kısım: Uçucu olmayan ve Organik Çözücülerle 

Tüketilebilen (2.Esas grup)

 Zayıf asit, hidrofob nötr, amfoter ve bazik karakterli 

maddeler

 Analitik ve adli toksikologların ilgilendiği maddelerin 

çoğunluğu bu grupta

 Stass-otto yöntemi ekstraksiyon

 Maddelerin hemen hemen tümü alkolde, asitli veya sıcak suda 

çözünürler

 Ortamın reaksiyonuna bağlı olmaksızın (nötrler için) veya pH değeri 

uygun (zayıf asidik – bazik) halde sulu ortamdan organik çözücülere 

tüketilebilirler

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

 Alkaloid teşhisi için kullanılan renk ve çöktürme 

reaksiyonları ancak alkaloidler saf ise spesifiktir

Damla deneyi

Renk deneyi
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 Spot testler; küçük bir tüp, saat camı, kapsül içinde yapılır

 Uygulamada analiz yapılacak alkaloid numune üzerine 

renk reaktifi damlatılır ve karıştırılır.

 Karakteristik rengin oluşması belirli gruba giren 

maddelerin varlığını gösterir

 Hiçbir “spot test” tek bir madde için spesifik değildir

 Renk oluşmaması ise o maddelerin yokluğunu gösteren 

iyi bir indikatördür

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

Bazı maddelerin renk reaktifleri ile verdikleri “spot test” sonuçları

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini
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Mikroskop ile inceleme

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

4. Kısım: Metalik Zehirler (3.Esas grup)

 As, Pb, Cd, Hg…

 Organik maddelerin parçalanarak (yaş veya kuru usul ile) 
uzaklaştırılmasının ardından metallerin analizine geçilir.

 Kuru usul; numune yakıldıktan sonra yüksek derecelerde 
küllendirilir (400-800 °C)-organ örnekleri

 Yaş usul; Oksidan, çözücü ve katalizör reaktifler ile kjeldahl
balonu içinde yapılan küllendirmedir. Kan ve idrar gibi sıvı 
örneklere uygulanır. <2000 °C
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Deney no:3 Reinsch Testi

 Parçalanma işlemine gerek duymadan doğrudan biyolojik 

materyal üzerinde uygulanabilir.

 Esası: Metal iyonlarının asit ortamda indirgenerek bakır levha 

üzerine toplanması

 Bir elementin normal potansiyeli kendininkinden daha az 

negatif olan element için redüktör etkisi oluşturması sonucu 

gerçekleşir.

Deney no:3 Reinsch Testi
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5.Kısım: Özel vasıflı bileşikler (4.Esas grup)

 Bu grup diğer grupların ayrılması işlemleri esnasında elde 

edilemezler veya tam olarak hiçbir gruba dahil olamazlar

 Mineral asitler, yakıcı alkaliler, organik asitler (laktik asit..), kuvvetli 

organik asitlerin tuzları, protein yağ ve karbonhidratlar, glikozid, 

enzim, hormon v.s, sülfonamidler, nötr hidrofiller

 Kimyasal maddelerin biyolojik materyalde teşhis ve 

kantitatif analizlerinde kullanılan teknikler;

 Spektrofotometrik yöntemler

 Kromatografik yöntemler

 İmmünoassay teknikler

 Diğer (elektrometri, optik kristallografi…)

Kanda yapılan analizler İdrarda yapılan analizler

Çabuk Sistematik Analiz 
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Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini

 Akut zehirlenme vakalarında alınan zehir bilinmiyorsa hekime 

yardımcı olması açısından çabuk sistematik analizler yapılır.

 Çok sayıda ksenobiyotik ve ilaçların etkisi ile hemoglobin, oksidasyon

ürünü inaktif methemoglobine (Met-Hb) dönüşür

 Hb’deki +2 değerlikli Fe

iyonu (ferro), oksidan

maddelerin etkisi ile +3 

değerlikli (ferri) iyonuna 

yükseltgenir

 Hb dokulara yeterli oksijen 

taşıyamadığında 

“methemoglobinemi” hastalık 

tablosu ortaya çıkar

Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini

 Normal koşullarda kanda Hb ile Met-Hb oranları arasında 
denge vardır

 MetHb redüktaz, Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

 Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz kalıtımsal eksikliği yeni 
doğanda yüksek Met-Hb

 Vücutta %8-10 Met-Hb düzeyi tolere edilebilir
 %10-15 => siyanoz

 %20-40 => baş ağrısı, halsizlik solunum kısıtlığı

 %60-80 => ölüm 

 Kloratlar, perkloratlar, nitritler, nitratlar, aromatik amino ve 
nitro bileşikler, azot oksitler, sülfonamidler, redoks boyaları 
(metilen mavisi)
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 Siyanür metodunun esası;

 Met-Hb nin 630 nm de 
görülen maksimum 
absorbsiyon bandının siyanür 
ilavesi ile kaybolması esasına 
dayanır. 

 Oluşan siyano-Met-Hb
bileşiği, bu dalga boyunda 
çok düşük absorbsiyon
gösterir. 

 İki absorbsiyon değeri 
arasındaki fark, çözeltideki 
Met-Hb konsantrasyonu ile 
doğru orantılıdır. 

Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini

Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini
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PREKLİNİK 

ARAŞTIRMALAR

İ L A Ç L A R P I YA S AYA Ç I K M A D A N Ö N C E G E N E L D E Ü Ç A Ş A M A D A N G E Ç E R

1 ) İ l a c ı n  k e ş f i :  İ l a ç a d a y m o l e k ü l l e r f a r m a k o l o j i k ö z e l l i k l e r i n e g ö r e s e ç i l i r .  

2 ) P r e k l i n i k  d ö n e m : D e n e y h a y v a n l a r ı v e i n  v i t r o  ç a l ı ş m a l a r ı i ç e r i r ( t o k s i s i t e

t e s t l e r i ,  f a r m a k o k i n e t i k a n a l i z l e r v e f o r m ü l a s y o n g e l i ş t i r i l m e s i v d ) .

3 ) K l i n i k  d ö n e m :  S a ğ l ı k l ı g ö n ü l l ü v e h a s t a l a r d a p r e k l i n i k a ş a m a d a n g e ç e n

b i l e ş i k l e r e t k i n l i k v e a d v e r s e t k i l e r a ç ı s ı n d a n t e s t  e d i l i r .

 Hücrelerin dokudan mekanik yollarla ve çeşitli 

enzimlerle izole edilerek besiyeri içerisinde in vitro

olarak çoğaltılması

 Kökenine göre:

 Primer Hücre Hatları: Direkt organizmadan alınmış hücreler

 Sınırlı Hücre Hatları: Hücre bir kez bölündükten sonra sınırlı 

hücre olur ancak ölümsüz olma potansiyeli de vardır.

 Transforme Hücre Hatları: Değişmiş işlev, büyüme özellikleri ve 

morfoloji sergiler.

Hücre Kültürü
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Flask %5 CO2 / nemli inkübatör

Kofluent / adherent hücre Mikroplakalar

 Hücre Kültürü:

Cell Culture Training Video

http://www.youtube.com/watch?v=WGKoJRNKADY

 Hücresel aktivitenin geri dönüşümsüz durdurulması ve hücresel yapının

onarılamaz bozukluğudur.

 Sitotoksik maddeye maruz kalan hücreler çeşitli şekillerde yanıt verir;

 Nekroz olabilir

Membran bütünlüğü kaybolur ve hücre lizizine bağlı olarak hızla

ölür

 Büyüme ve bölünme durabilir

 Apoptoz olabilir

Kontrollü hücre ölüm mekanizmaları aktive olabilir

Sitotoksisite Testleri 
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Sitotoksisite Testleri

NÖTRAL KIRMIZI

Lizozom aktivitesi

Membran permeabilitesi

LDH

Membran

permeabilitesi

SÜLFORODAMİN B

Hücre proliferasyonu

Total protein sentez oranı

GLUKOZ

Hücrenin genel fiziksel 

durumu

Glukoz tüketimi

MTT/XTT

Mitokondriyal metabolizma

Solunum toksisitesi

KRİSTAL VİYOLE

Hücre proliferasyonu

DNA

ASİT FOSFATAZ

SİTOTOKSİSİTE TEST SİSTEMLERİ

Deney no:5 MTT Testi
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Hücre Test maddesi

İnkübasyon

Reaksiyon karışımı
Tetrazolium tuzu

Diaforaz

Supernatant alınır

MTT

Deney no:6 Tripan Mavisi Testi



19.02.2019

20

Deney no:6 Tripan Mavisi Testi

 Bir veya birden fazla parametre değerlendirilebilir.

 Farklı mekanizmalar göz önünde bulundurularak birkaç test bir 

arada yapılabilir.



19.02.2019

21

5R PRENSİBİ

REPLACEMENT (Yer Değiştirme)

REDUCTION (Azaltma)

REFINEMENT (İyileştirme)

Animal Ethics

http://www.animalethics.org.au/home

RESPONSIBILITY (Sorumluluk)

RESPECT (Saygı)

 REPLACEMENT

 Doku kültürü

 Perfüze organlar

 Doku parçaları

 Selüler ve subselüler fraksiyonlar

 REDUCTION

 Çalışmalar bilimsel ve istatistiksel 
olarak uygun tasarlanmalı

 En az sayıda hayvan kullanılmalı

 Çelışmalar gereksiz tekrarlanmamalı

 REFINEMENT

 Hayvanın en iyi koşulda olması 
sağlanmalı
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OKÜLER İRRİTASYON
DRAIZE TEST

HET-CAM

Tavuk Yumurtası Koryoallantoik Zar Testi

 Amaç, test maddesinin oküler irritan özelliğinin, tavuk
yumurtasının koryoallantoik zarının içindeki advers olayları
indükleme yeteneğinin ölçülmesidir.

 Tavşan gözünde uygulanan göz iritasyon testi Draize testine
alternatif olarak kozmetolojik ürünler vs de kullanılır.
 Test için kullanılacak olan tavuk yumurtası;

Beyaz Leghorn tavuk yumurtası tercih edilir.
 Taze olmalı (maks.7 günlük)
 Fertil olmalı
 50-60 g olmalı

 Yumurta önce ışıkta kontrol edilir. Cansız, kusurlu, şekilsiz,
çatlak, ince kabuklu yumurtalar tercih edilmez.

 Embriyo canlılığının ve gelişiminin etkilenmemesi için çevre
koşullarına dikkat edilmeli
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 Her grup için en az 3 yumurta kullanılmalı.

 38.3±0.2 °C ve %58±2 bağıl nemde otomatik olarak veya günde en az beş kez el ile
döndürülerek 8. güne kadar inkübe edilir.

 8. günde ışık altında yumurtalar test edilir. Cansız ya da kusurlu olanlar kullanılmaz.

 Yumurtalar inkübatöre geniş uç yukarı gelecek şekilde yerleştirilir.

 9. günde test yapılır.

 Yumurtanın hava hücresi işaretlenir.

 İşaretlenmiş bölüm bistüri ile kesilir ve kabuk çıkarılır.
 300 saniye süre ile CAM tepkileri gözlemlenir. Ortaya çıkan her endpoint (olay) için
zaman saniye olarak kaydedilir.

 Dikkate alınması gereken endpointler;
Hemoraji
Lizis
Koagülasyon

 Tekrarlanabilir sonuçlar elde edilebilmesi için referans fotoğrafların kullanılması
faydalıdır.

 Deney esnasında gözlemlenen ekstra durumlar da raporlanmalıdır.

HET-CAM

Deney Öncesi

Hemoraji

(Kanama)

Lizis

(Damarların Parçalanması)

Koagülasyon


