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OZET

Stlfir mustard (2,2'-diklorodietil siilfiir, bis-2,2’-dikloroetil sulfiir, HD),
harp halinde silah olarak kullanilan ve kimyasal savas (KS) maddeleri arasinda en
yayginlaridir. Bu maddeler solunum ve cilde temas sonucu emilimle alinirlar.
Gozleri, solunum sistemini ve deriyi Oncelikle tahris ederek sonrasinda da hiicresel
zararla etkilerler. Hayat1 tehdit edici ciddi ve genis deri yaniklarina neden olmalari
sebebiyle yakici ajanlar olarak isimlendirilirler.

Siilfiir mustard (SM)’1n ilk sentezi 1822 yilinda Alman bilim adami Despretz
tarafindan yapildi. ilk kez, 1917 yilinda, Ypres’de Alman ordusu tarafindan Kanada
ve Ingiliz ordusuna kars1 I. Diinya Savasinda kullanildi. O zamandan beri hem terdr
amacli hem de savaslarda (Iran-Irak Savasi-Halepce,1988) en ¢ok tercih edilen
kimyasal savas ajan1 olmustur. 21 Agustos 2015 tarihli Marea-Suriye’de sivil halka
kars1 Siilfiir mustard igeren top mermileriyle ve 8 Mart 2016 tarihinde Tazahurmatu-
Irak’da sivil halka karsi Siilfiir mustard iceren roketlerle saldir1 diizenlenmistir.
Ozellikle Iran-Irak (1980-1988) savasinda yaygin bir sekilde kullanilmis ve 100,000
den fazla yaraliya neden olmustur. Bununla birlikte uzamis etkileri nedeniyle bu
yaralilardan 30,000’den fazlasinin 6liimiine yol agmustir. Siilfiir mustard maruziyeti
sonras1 hayatta kalabilen yaklasik 70,000 den fazla Iranli halen tibbi tedavi gérmeye
devam etmektedir.

Birlesmis Milletler Genel Sekreterligi tarafindan 1997 yilinda yiiriirliige
koyulan ve 150’den fazla iilkenin imzaladigi Kimyasal Silahlar S6zlesmesine gore
bu tehlikeli maddelerin tiretimi, depolanmasi ve gelistirilmesi yasaklanmis olmasina
ragmen alinan istihbarat raporlarina gére bu kimyasal harp maddesinin giiniimiizde
de tehdit olmaya devam ettigi ve her an kullanilma potansiyelinin bulundugu
degerlendirilmektedir. Kan ve idrar gibi biyomedikal oOrneklerde biyolojik
belirteclerin analizinin yapilmasi bu kimyasal savas ajanimin ortamda kullanilip
kullanilmadigina iliskin kanitlar1 saglamak ve tedavi dncesinde tanisin1 koymak i¢in
gereklidir. ABD, Ingiltere, Almanya, Rusya, Cin, Finlandiya, isve¢ ve Hollanda gibi
baslica iilkelerde bulunan gelismis ve KSYO tarafindan akredite edilmis
laboratuvarlarda, bu maddelere yonelik spesifik ¢alismalar giiniimiizde yapilmaya
devam etmektedir.



Bu ajanlarin gerek cevresel gerekse biyolojik Orneklerde saptanmasi igin
spesifik olarak Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ve Likid
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) kullanilmaktadir. Birlesmis Miletler
biinyesinde yer alan Kimyasal Silahlarin Yasaklanmas1 Orgiitii (Organisation for the
Prohibition of Chemical Weapons, OPCW) tarafindan kimyasal savas ajanlarinin
tanisina yonelik arastirmalar biiylik bir ciddiyetle ve tim diinyada {iye
laboratuvarlarin katilimiyla stirdiiriilmektedir. Bu kapsamda, bu tez ile mevcut
tehdidi degerlendirerek olusabilecek kaza veya kotii niyetli kullanimlarda Sulfiir
mustard maruziyetinin kesin tanisini1 koyabilmek ve yukarida belirtilen deneyimli
laboratuvarlar arasinda iilke olarak yerimizi alabilmeyi 6ngdrmekteyiz.

Bu ¢alismada, siilfir mustard (SM) maruziyetini kesin olarak gdsteren bir
biyobelirteg olarak ajanin glutatyon (GSH, viicudun baslica antioksidani olarak
bilinmekte olup sistein, glisin ve glutamat amino asitlerinden olusur ve insan
viicudunun hemen her hiicresinde bulunabilir) ile reaksiyonu sonucu olusan
metabolitleri (SBMTE, MSMTESE ve SBMSE) GCMSMS ile analiz edilmistir. Bu
kapsamda Beta Liyaz metabolitleri idrar numunesinde ¢aligilmuistir.

Tez calismasinda kullanilan GCMSMS (gaz kromatografisi ardisik kiitle
spektrometresi) cihazi, ileri diizey kromatografik bir cihazdir. Deteksiyon
limitlerinin diisiik olmasi1 ve Olgiim kesinliginin fazla olmasi gibi nedenlerle
giiniimiizde kimyasal savas ajanlariin ve bunlarin pargalanma iriinlerinin
analizinde siklikla tercih edilen bir cihazdir. Yontemde, cesitli 6n isleme tabi
tutulmus numune enjeksiyonu yapilan GC ile ayrimi yapilan analit molekiillert MS
kismina gonderilerek molekiillerin o maddeye spesifik iyonlarna parcalanmasi
saglanir. Literatiir caligmasi yapilarak ¢alismada kullanilan kimyasallar, GCMSMS
caligma sartlar1 ve uygulanan 6n islemler belirlenmis olup, GC ve MS sartlari,
enjeksiyon sonrasi alinan sonuglara gore modifiye edilerek optimizasyon
saglanmaya calisilmistir.

Anahtar Kelimeler: 1) Siilfiir mustard, 2) Gaz kromatografisi ardisik kiitle
spektrometresi (GCMSMS), 3) 1,1’-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane] (SBMTE) 4)
Kimyasal silah
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ABSTRACT

Sulfur mustard (2,2’-dichlorodiethyl sulfide,HD) is one of the mostly used
chemical warfare agents. These toxic agents are absorbed through inhalation and via
skin after the exposure. In addition to the toxic effect on eyes, respiratory system
and skin, it furtherly affects the cellular membrane. It’s also named as vesicating
agent due to its life threatening effect causing serious and severe skin burns.

Sulfur mustard which was firstly synthsized in 1822 by German scientist
Despretz was commonly by German Forces against Canada and British Armies in
1917 of First World War. Since this time, it has been the choice of chemical weapon
used in both terror incidents and battlefield conflicts (mainly at Halabja in war
between Iran and Iraqg). At recent times, attacks by Syria including sulfur mustard in
Marea on 21 August 2015 and rocket missiles with mustard agent against civilian
people in Tazahurmatu-lraq on 08 March 2016 were recorded in history of chemical
warfare. It was particularly used in Iran-lraq war(1980-1988) and caused victims
more than 100.000. Prolonged effects of SM exposure complicated death of 30.000
of those victims and the other 70.000 Iranian people who survived are still undergo
medical treatment and care.

Chemical weapons convention which was signed by more than 150 States
throughout the World and put into force by United Nations General Secretary in
1997 has addressed that the production, storage and development of these chemical
toxic materials is thouroughly prohibited. However, intelligency reports state that
this chemical warfare agent has been possesed by some of our neighbouring
countries and some terrorist groups supported by some states. Therefore, in any
incident by chemical warfare agent, performing the analysis of biological indicators
in biomedical samples like blood and urine is so important in terms of the proper
identification of the agent and providing the evidences leading the accurate first-aid
and treatment. In accredited and developed laboratories in countries including USA,
UK, Germany, Russia, China, Rebuplic of Czech, Finland, Sweden and the
Netherlands, specific research and studies on Chemical Warfare Agents are still
continuing to be performed.

Instruments like gas chromatography-mass spectrometry (GCMS) and liquid

chromatography tandem mass spectrometry (LCMS) have been used as the essential
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instruments for the detection and identification of these agents. Research and
development has been generally conducted by specific laboratories of member states
via Proficiency Tests seriously organized by OPCW. The origin of the present
project is to be able to put a definite diagnosis of Sulfur Mustard in incidents or bad
intentions that may arise from evaluating the next danger and to become more steps
furthers as the reference CBRN laboratory for chemical weapon identification in our
country in behalf of proper detection and diagnosis of sulfur mustard exposures and
application of this is expected as another profit from this Project.

In this Project, the analyses of metabolites of gluthatione derivatives
(SBMTE, MSMTESE ve SBMSE) were carried out via GCMSMS as the certain
bioindicators of sulfur mustard exposure. Glutathione (GSH) is often referred to as
the body's master antioxidant. Composted of three amino acids - cysteine, glycine,
and glutamate - glutathione can be found in virtually every cell of the human body.
The mentioned metabolites like B-lyase products are aimed to study from the urine
samples.

GCMSMS (Gas chromatography tandem mass spectrometry) is a high tech
instrument which uses an analytical technique to quantify the bioactive compounds
present in any sample. It is also a cost effective method which has very-low detection
limits with high precision values and high accuracy and is commonly used in the
laboratory detection of chemical warfare agents. In this technique, analyte molecules
seperated on GC via sample injection are delivered to MS section of the instrument
where these molecules are decayed to specific ions. GCMSMS conditions,
preconditioning and sampling procedures are entirely specified and GCMS runing
conditions have been modified and optimized following the results obtained after
injections.

Keywords: 1) Sulfur Mustard, 2) Gas Chromatograpy tandem mass
spectrometry (GCMSMS), 3) 1,1’-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane] (SBMTE) 4)

Chemical Weapon



viii

TESEKKUR

Bu tez ¢alismast 12 Nisan 2016 tarihli, YUK.LIS.DOK.MRK.: 50687469-
3730-48-16/1593-48 sayili ve “Doktora Ogrencisinin Tez Izleme Calismalar1”
konulu karar1 geregi Tibbi KBRN Ana Bilim Dali1 Bagkanliginda yapilmistir.

Bu caligmada siilfiir mustard yakici ajaninin biyobelirteclerinin  6lgiim
yonteminin optimize edilmesi hedeflenmistir.

Doktora egitimim siiresince hi¢bir konuda benden yardimini esirgemeyen,
destegini her zaman hissettigim, tez danismanim ve degerli hocam, Tibbi KBRN AD
Bagkan1 Sayin Prof.Dr.Levent KENAR 'a siikran ve saygilarimi sunarim.

Doktora egitimimde ve tez ¢alismamin her asamasinda bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim, kendisinden ¢ok sey o6grendigim degerli hocam
Sayin Dr.Ogr.Uyesi Sermet SEZIGEN’e siikran ve saygilarimi sunarim. Yine
egitimim sirasinda bilgi ve deneyimlerinden her zaman yararlandigim Sayin
Yrd.Dog¢.Dr. Mesut ORTATATLIya tesekkiirii borg bilir ve stikranlarimi sunarim.

Tezin istatistiksel analizinin  yapilmasindaki  katkilarindan  dolay1
Do¢.Dr.Erdim SERTOGLU ve aplikasyon uzmam Hacer OZKAN’ a tesekkiir
ederim.

Calismalarimda desteklerini eksik etmeyen Prof.Dr. Hakan BOYUNAGA ve
Prof.Dr. Orhan ATAKOL’a tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca sevgi ve desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen sevgili
ailem; annem, babam, kardesim ve tez calismam boyunca bana vermis oldugu
manevi destek, gosterdigi Ozveri ve anlayisi icin degerli esime siikranlarimi

sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

%R : Geri Kazanim Yiizdesi (Recovery)
AC : Hidrojen siyanidin askeri sembolii
Aerosol : Caplar1 1 mikrometreden kiiglik olan ve havada veya baslica bir gaz i¢inde

asili halde bulunan siv1 ve kati taneciklerdir.

AFAD : Afet ve Acil Durum Yonetimi Bagkanligi

Antidot : Bir toksik maddenin zararl etkilerini notralize eden ilag.

ARDS - Akut respiratuar distres sendromu

ATP : Adenozin trifosfat.

BAL . British anti-lewisit. Lewisite maruz kalan yaralilarda biil

olusumunu engellemek i¢in cilde siiriilen ve dimerkaprol iceren merhem.

BSTFA : N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide

BZ : 3-Kuiniiklidinil benzilat

CAS : Kimyasal Kuramlar Servisi (Chemical Abstracts Service)
CE : Carpigma Enerjisi (Collision Energy)

CG : Fosgen

CK : Siyanojen klorid

CLSI : Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii

(Clinical and Laboratory Standards Institute)

CN : 2-Kloroasetofenon
CO, : Karbondioksit
CS . 2-Klorobenzalmalonitrit; kargasa kontrolii i¢in en yaygin olarak

kullanilan duyusal irritan

CR : Dibenz (b,f)-1,4-oksazepin

CVv : Varyasyon Katsayisi

CX : Fosgen oksim

DA : Difenilkloroarsin

Dekontaminasyon : Ortamdan uzaklagtirarak, imha ederek veya Orterek

tehlikeli bir maddenin (6rnegin kimyasal harp maddeleri) zararsiz hale getirilmesi.
4-DMAP : 4-Dimetilaminofenol

DMPS : Dimerkaptopropansulfonik asit

DMSA : Dimerkaptosiiksinik asit
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DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DP : Difosgen

GA : Tabunun askeri kodu

GB : Sarinin askeri kodu

GC : Gaz Kromatografisi

GCMS : Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi

GCMSMS : Gaz Kromatografisi Ardisik Kiitle Spektrometresi
GD : Somanin askeri kodu

GF : Sikloheksil sarinin askeri kodu

HAZMAT : Tehlikeli madde

HCN : Hidrojen siyaniir

HFBA : Heptafluorobutyric anhydride

HFBI : Heptafluorobutyryl imidazole

H : Siilfiir mustardin askeri kodu

HD : Damitilmis siilfiir mustardin askeri kodu

HN : Nitrojen mustardin askeri kodu

H.0, : Hidrojen Peroksit

IS : Internal Standart

ISO : Uluslararas1 Standardizasyon Organizasyonu

(International Organization for Standardization)
IUPAC : Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry)

IKK : I¢ Kalite Kontrol
KBRN : Kimyasal, Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer.
Kimyasal harp maddesi/ajan1 (KHM) : Kimyasal silah olarak gelistirilen,

iiretilen ve depolanan, Kimyasal Silahlar S6zlesmesinin amaci i¢in risk teskil eden,
kullanim1 Kimyasal Silahlar S6zlesmesi ile yasaklanan, oliimler ile yaralanmalara
yol acabilen toksik kimyasal madde.

Kimyasal olay : Insan ve gevre saglhifma zarar verebilecek bir veya daha fazla
tehlikeli kimyasalin kasitli veya kasitsiz olarak salinimi / kullanimu.

Kimyasal savas : Bir savag yontemi olan ve dliimler ile yaralanmalara yol agabilen

toksik kimyasallarin kullanimidar.
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KS : Kimyasal silah, Kimyasal Silahlar S6zlesmesi kimyasal
silahlarin 6nciil maddeleri ile atim vasitalarini da kimyasal silah olarak tanimlar.
KKD : Kisisel koruyucu donanim. Kimyasal ajan ile kontamine
bir ortamda giyilen solunum cihaz1 ile birlikte kimyasal maddelere dayanikli
sizdirmaz elbise, kimyasallara dayanikli i¢ ve dis eldivenler ile kimyasal koruyucu
botlar donanima dahildir.

KSYO (OPCW) : Kimyasal Silahlarin Yasaklanmas1 Orgiitii.

KSS : Kimyasal Silahlar S6zlesmesi. Tam adi “Kimyasal
Silahlarmn  Gelistirilmesinin, Uretiminin, Stoklanmasinin  ve  Kullaniminin
Yasaklanmas1 ve Bunlarin Imhasi ile Ilgili S6zlesme”. KSS 13 Ocak 1993 tarihinde
imzaya ag¢ildi ve 29 Nisan 1997 tarihinde ylirtirliige girdi.

L : Lewisitin askeri kodu

LCtso : Uzerinde deney yapilan canllarin yarisinm Slmesi igin yeterli
olan derigim ve gerekli maruz kalma siiresi (konsantrasyon ve siire)

LDso : Uzerinde deney yapilan canlilarin yarisinm Slmesi igin yeterli

olan madde miktar1 (agirlik)

LC : S1vi Kromatografisi

LC-MS/MS : S1v1 Kromatografisi Ardisik Kiitle Spektrometresi

LC-MS : Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi

LOD : Tespit Limiti (Limit of Detection)

LOQ : Tayin Limiti (Limit of Quantitation)

LPG : Swvilagtirllmis petrol gazi (Liquified Petroleum Gas) anlamina

gelen LPG, biitan ve propan gazlarinin karigimidir.

m/z : kiitle/ytik

M : Molar

MRM Modu : Coklu Reaksiyon Izleme Modu

(Multiple Reaction Monitoring Mode)

MS : Kiitle Spektrometresi

Maruziyet : Potansiyel zararh etkileri ile birlikte radyasyona veya kimyasala

maruz kalmak.
MTBSTFA . N-(t-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide
NIST : Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii



XVi

(National Institute of Standards and Technology)

ug : Mikrogram

um : Mikrometre

ng : Nanogram

NaOCI : Sodyum Hipoklorit

OoC : Oleoresin kapsikum

pH : Hidrojen konsantrasyonunun logaritmasi (Power of Hydrogen)
ppb : Parts per billion

ppm : Parts per million

Prekiirsor : Kimyasal ajan tliretiminde gerekli olan malzemedir.
PTSD : Travma sonrasi stres bozuklugu.

QQQ : Uclii Kuadrupol

RE : Rolatif Hata (Relative Error)

rRNA : Ribozomal Ribo Niikleik Asit

RSDL : Reaktif cilt dekontaminasyon losyon Kkiti.

RT : Alikonma Zamani (Retention Time)

SBMTE : 1,1’-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane]
SBMSE : 1,1°-sulfonylbis[2-(methylsulfinyl)ethane]

MSMTESE . 1-methylsulfinyl-2-[2-(methylthio)ethylsulfonyl)ethane]
SCBA : Pozitif basingli solunum cihaz1 (tiip).

SD : Standart Sapma

Sitotoksik : Hiicre 6ltimti ile sonuglanabilecek hiicre zehirlenmesi.
SM : Siilfiir Mustard

SPE : Kat1 faz ekstraksiyonu

SRM Modu : Secilmis Reaksiyon Izleme Modu

(Selected Reaction Monitoring Mode)

SRM : Standart Referans Materyal

S/N : Sinyal/giirtiltii

TDG : Tiyodiglikol

TDGO : Tiyodiglikol siilfoksid

Tespit (deteksiyon) : Belirli bir kimyasal harp maddesinin varliginin gdsterilmesi

veya konsantrasyonunun ol¢iilmesi.
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TIC : Toksik endiistriyel kimyasal.
TiCls : Titanyum triklorid
TNT : Trinitrotoluen, formiilii C7TH5N30O6 olan bir kimyasal bilesik.

Sar1 renkli bir kat1 olan TNT, giiclii bir patlayicidir.
Triyaj : Hastanin eslik eden yaralanmasina bagli olarak tedavi dnceliginin

belirlenmesi islemidir.

Vezikan : Yakicr.
VX . O-etil-S-2(diizopropilamino)etilmetilfosfonotioatin askeri kodu
Yakici ajanlar @ Siilfiir mustard, Lewisit, nitrojen mustard gibi ciddi cilt ve g6z

hasari1 ile mukoza agrisina ve ciltte biillere yol acan toksik kimyasallar.



GIRIS

Hayat1 tehdit edici, ciddi ve genis deri yaniklarina neden olabilen Siilfiir
mustard (SM) ilk kez 1822 yilinda Alman bilim adami Despretz tarafindan
sentezlenmistir (1). Kimyasal yap1 itibariyle 2.2°-kloroetil siilfir (bis-(2-
chloroetyl)sulphide) seklindedir.

Saf SM seffaf, kokusuz ve yaglh bir sividir. 14,4 °C” de donma ve 215-217 °C
aras1 kaynama noktasina sahiptir. Ozellikle silah olarak kullanabilmek i¢in yiiksek
molekiil agirlikli kimyasallarla karistirildiginda partikiil capi artar, buharlasma orani
azalir ve sarimsak kokulu koyu renkli bir hale doniisiir (2). Kullanilan bu kimyasallar
persistanst arttirmakta ve dekontaminasyonu zorlastirmaktadir. Bu nedenle SM
kullanildig1 bolgede giinlerce tehdit olusturmakta ve bu da gecikmis yaralanma ve
belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. SM’nin persistanst nem ve sicaklikla
degisiklik gostermekte, sicaklik arttikca uguculugu da artmaktadir. 40 °C’ deki
ucuculugu 0 °C’ ye gore 40 kat daha fazladir. Bu yilizden daha yiiksek sicakliklarda
kalicilig1 azalmasina ragmen ozellikle solunumsal etkilenim artmaktadir (3).

Solunum ve ciltten emilimle viicuda giren bu yagli madde, gozleri, solunum
sistemini ve deriyi Once tahris eder, sonrasinda da hiicresel diizeyde etki gosterir (3).
Bifonksiyonel alkilasyon ajani olan SM, fizyolojik kosullarda episulfonyum iyonu
araciligr ile dokuda c¢ok sayida niikleofilik molekiiller, su, glutatyon, DNA ve
proteinlerle hizla reaksiyona girer (1). Bu reaksiyonlarin geri doniigiimsiiz olmasi
SM’a yonelik bir antidot bulunamamasinda 6nemli bir faktordiir. Siyaniir ve sarin
gibi kimyasal savas ajanlar1 6zellikle solunum sisteminde ¢ok hizli etki gosterirken;
SM maruziyetinde 2 - 6 saatlik asemptomatik latent periyodun ardindan ciltte eritem
ve blisterler, solunum yolunda irritasyon, konjunktivit, gz kapaklarinda 6dem
meydana gelmekte ve gecikmis etki olarak kemik iligi depresyonu gibi klinik
bulgular gozlenmektedir (4).

SM, ilk kez 1917 yilinda Belgika’nin Ypres yakinlarinda, Alman ordusu
tarafindan Kanadalilara ve Ingilizlere karsi 1. Diinya Savasinda kullamilmustir.
Ozellikle iran-Irak (1980-1988) savasinda yaygin bir sekilde kullanilmis ve 100.000
den fazla kisinin yaralanmasma neden olmustur. Bununla birlikte uzamis etkileri

nedeniyle bu yaralilardan 30.000’den fazlasinin Oliimiine yol a¢mustir. Siilfiir
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mustard maruziyeti sonras1 hayatta kalabilen yaklasik 70.000 Iranli halen tibbi tedavi
gormeye devam etmektedir (5).

Anamnez, fizik muayene ve klinik bulgularinin yanisira kan ve idrar gibi
biyomedikal orneklerde biyobelirteglerin laboratuvar analizi ile gosterilmesi bu
kimyasal ajanin kullanildigini teyit etmek agisindan énem arz etmektedir. Mustard
gaz1 maruziyetinde idrar ve kanda tespit edilebilen metabolitleri ve DNA katim
rtinlerini igeren bir takim biyobelirte¢ler tanimlanmistir. SM’in major idrar
metabolitleri oksidasyon/hidroliz {irtinleri olan tiyodiglikol (2,2-thiodiethanol)
(TDG), tiyodiglikol siilfoksid (TDGO) ve glutatyon tiirevi metabolitleri olan beta
liyaz metabolitleridir (1). Bu maddelerin analizinde Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) ve Likid Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi(LC-MS)
kullanilmaktadir.

Calismamizda hizli ve giivenli bir 6n islem prosediiriinii miiteakip uygun
deteksiyon limitlerinde siilfiir mustard biyobelirteclerini 6l¢ebilmeyi ve iilkemizin
cesitli laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilecek uygun bir yontem gelistirmeyi
hedefledik. Ayrica bu calisma, iilkemize analiz yetene8i kazandirmakla birlikte
kimyasal bir savas ajaninin laboratuvar analizinde ulusal anlamda bir metot

olusturulmasina da 6n ayak olabilecektir.



GENEL BiLGILER

2.1. KIMYASAL SIiLAH NEDiR?

Kimyasal silah, Birlegsmis Milletler’in 1969 yilinda yaymlamis oldugu bir
raporda “insanlar, hayvanlar ve bitkiler iizerine dogrudan toksik etkiler gosteren her
tiirlii kat1, sivi, gaz halindeki kimyasal maddeler” seklinde tanimlanmistir. Daha
ayritilt bir tanimlama yapilacak olursa, kullanildiklar1 bolgede kaos ve panige yol
acmak amaciyla, canli organizmalar1 6ldiirmek veya yaralamak suretiyle saf disi
birakmak veya fonksiyonlarini bozarak etkisiz hale getirmek, besin kaynaklar1 gibi
ekonomik 6nemi olan hedefleri kullanilmaz hale sokmak, askeri personeli koruyucu
donanim kullanmak zorunda birakarak manevra kabiliyetlerini yok etmek gibi temel
ozelliklere sahip, toksisitesi yiiksek, cevresel etkenlere dayanikli ve {iretimi
ekonomik olan kimyasal maddeler, kimyasal silah veya kimyasal savas ajani olarak
tanimlanirlar. Bu ajanlar, ortamda kati, sivi veya gaz halinde bulunabilmekte ve canli
organizmalara solunum yolu, sindirim kanali veya cilt ve mukozalardan absorbe
olmak suretiyle girerek etkilerini gosterirler. Bu maddelerin sentezi kolay ve
ekonomik olmakla beraber dis faktorlere oldukga dayaniklidir (6).

KBRN konsepti i¢erisinde yer alan her ajan, konvansiyonel silahlardan biiytik
capta kitlesel oliimlere ve yaralanmalara neden olabilme 6zellikleriyle ayrilmaktadir.
Konvansiyonel patlayicilarla birlestikleri husus ise gaz, kati veya sivi 6zellikte
olabilmeleridir. Nitrogliserin gibi sivi, TNT gibi kat1 veya LPG gibi gaz 6zellikte bir
patlayici, yakici etkisi ve basing etkisiyle yalniz bulunduklar1 cevrede tahribat
yaratirken KBRN ajanlarinin ¢ok uzak mesafelere kadar yayilabilme 6zelligi dikkat
¢ekicidir.

Kimyasal silahlar siklikla fakirin atom bombasi olarak tanimlanir. Kimyasal
silah prekiirsorii olan kimyasallarin ¢ogu normalde endiistriyel olarak da
kullanilabilmektedir. Ornegin, siilfiir mustardin sentezinde etil alkol, sodyum siilfit
ve agartict gerekir. Yine mustard sentezinde kullanilabilen tiyodiglikol eser
miktarlarda dolma kalem miirekkebinde de mevcuttur.

Birinci Diinya Savasi sirasinda kimyasal savas ajanlarinin  kullanimi

giiniimiizde kargasa kontrol ajanlar1 olarak bilinen irritan maddelerle baglar. Daha



sonra baglica klorin ve fosgen kullanimiyla biiylik zayiatlara neden olunduysa da ¢ok
daha fazla sayida yaraliya bir yakici ajan olan siilfiir mustard sebebiyet vermistir (7).

Kimyasal savas ajanlarinin en 6nemli temel 6zellikleri sunlardir (6):

- Karakteristik bir kokuya sahip olabildikleri gibi kokusuz da olabilirler.

- Suda ve organik ¢oziiciilerde az veya ¢ok ¢oziinebilirler.

- Toksik etkinin baslamasi temas yoluna, absorbsiyon hizina, cevresel
kosullara, cildin kuru veya nemli olusuna; bireyin 1rk, cinsiyet ve yasina bagl olarak
degiskenlik gosterir.

- Cok toksikdirler ve akut etkiye sahiptirler.

- Sekonder kontaminasyon olasilig1 vardir.

-Uretimi ve deteksiyonu biyolojik silaha gore kolaydir, fakat
dekontaminasyonu sarttir.

- Bu ajanlarin viicuda giris yollar1 ise; inhalasyon sonrasi burun ve agiz yolu,
gozlerden veya ciltten absorbsiyonu ve gastrointestinal kanaldan kontamine gidalarla

olabilmektedir.

Bir kimyasal silahta olmasi istenilen 6zellikler genel olarak sunlardir:
a) Yiksek toksisiteli, renksiz, kokusuz ve havadan agir olmalidir.
b) Su, hava ve diger ¢evresel faktorlere karsi dayanikli olmalidir.

¢) Uretimi ve depolanmasi kolay ve ucuz olmalidir (6).

2.2. KIMYASAL SILAHLARIN TARIHCESI

Kimyasallarin ve zehirlerin silah olarak kullanimi milattan once 429’a
(Peloponezlilerin Spartalilara karsi zehirli gaz kullanimi) dayanir (8). Yine o
donemlerde Afrika yerlileri, aralarindaki biiyiiciileri cezalandirmak amaciyla
giiniimiizde Kalabar fasiilyesi ya da Kalabar tohumu adiyla anilan bitkiyi
kullanmiglardir (9). Belki de tarihteki ilk kimyasal silah olarak tanimlayabilecegimiz
bu bitkinin etken maddesi fizostigmin olup geri doniisiimlii kolinesteraz inhibitorii
alkaloiddir ve bir sinir ajan1 gibi etki etmektedir. Tabi ki Afrika’nin tropik ikliminde
yetisebilen bu bitki hakkinda hicbir bilgisi olmayan yerliler gelecekte bir kimyasal
silahin temellerini attiklarin1 da 6ngdremezlerdi. Anlasilacag: tlizere o ¢aglarda daha

cok zehirler tercih edilirken, on dokuzuncu ylizyildan itibaren bilim diinyasindaki



yeniliklerin paralelinde gelistirilen kimyasal savas ajanlar1 konvansiyonel silahlara
oranla daha fazla 6ldiiriicii etkiye sahip olduklar i¢in “Kitle Imha Silahlar1” olarak
adlandirilmislar ve savaslarda sik olarak kullanilmislardir (10).

Kimyasal silahlarin tarihine bakildiginda bilinen en eski kayitlardan birisi
Milattan Once (M.O.) 600 yilinda Solon adindaki Atinali bir diktatdriin
Yunanistan’da yer alan Kirra sehrini kusatmasi ve halkin direncini kirmak i¢in sehrin
su kaynaklarimi hellebore bitkisinin kokleri ile zehirlemesi (7) ve yine M.O. 200
yillarinda Kartacalilarin diismanlarini etkisiz hale getirmek i¢in adamotu bitkisinin
Oziinii kullanmalar1 sayilabilir. Savasta kullanilmak tizere bilinen diger bir toksik
kimyasal ise Bizans donanmasinin yedinci yiizyilda kullandigi kiikiirt ve neftin
karisimi olan, yaninca toksik ve asindirict etkileri goriilen “Rum Atesi” isimli
maddedir (5).

Isvecli bilim adami Scheele tarafindan 1782 yilinda sentezlenen hidrojen
siyaniir 1916 yilinda Fransa, Ingiltere ve 1918’de ABD ve Italya tarafindan Birinci
Diinya Savasi sirasinda kullanilmis olup havadan hafif olmasi ve hizla dagilip
kaybolmasi sebebiyle etkisiz kalmigtir (11).

Birinci Diinya Savasi sirasinda savas halinde olan hiikiimetler bu silahlarin
gelistirilmesi, tiretimi ve stoklanmasina yogun caba harcamiglardir. Patlayici
maddelerin temini ve Uretilebilmesi yiliksek maliyet gerektirdigi i¢in Birinci Diinya
Savasi’nda oOzellikle Almanya olmak {izere savasa katilan devletler kimyasal
maddeleri bir kitle imha silah1 olarak askeri birliklere karsi kullanma yoluna
gitmislerdir. Sonucta ¢ok toksik olan bu kimyasal maddeler savas alanlarinda ¢esitli
atim vasitalar1 araciligla kullanilarak ¢ok sayida insanin ya Oliimiine ya da
yaralanarak saf dis1 kalmasina neden olmustur (12).

Kimyasal savas ajanlarinin savas alaninda ilk kullanimi 22 Nisan 1915
tarihinde Belgika’'nin Ypres sehri yakinlarinda yer alan 5 kilometrelik bir cephe
hattinda Almanlar tarafindan klor iceren varillerin kapaklarinin agilmasi ve riizgara
birakilarak gazin dagilmasi1 yoluyla 498 ton klor gazimin kullanimi seklinde
gerceklestirilmistir. Ayrica klor gazini diisman ordusunun hareketini yavaglatmak
i¢in Italya 1930°da Etiyopya’da kullanmistir. Yine 1915 yilinda bu kez Fosgen gazi

Fransa’nin, Almanya’ya kars1 kullandig1 bir kimyasal savas ajant olmustur (12).



Almanya, 13 Haziran 1917°de Ypres sehri yakinlarinda ilk kez kusturucu bir
gaz olan difenilkloroarsin (DA) ve siilfir mustard karigimmi kullanmistir.
Difenilkloroarsinin, hardal gazi ile birlikte kullanilmasinin sebebi diismani gaz
maskelerini ¢ikarmaya zorlayarak Hardal gazinin daha etkili olmasini saglamakti.
Siilfiir mustardin diger bir ismi olan “iperit” kelimesi de ilk kez kullanildig1 Belgika
sehrinin isminden gelmektedir. Mustardin solunum sistemi yaninda cildi de
etkilemesi nedeniyle gaz maskesi yaninda kimyasallardan koruyucu elbiselerin
kullanimin1 da zorunlu hale gelmistir. Birinci Diinya Savasi, kimyasal silahlarin
kesfinin yan1 sira kimyasal ajan tespit cihazlari, kimyasal ajanlara karsi koruma
saglayacak gaz maskesi, maske filtresi ve kisisel koruyucu donanimlar ile bu sinsi
silahlara kars1 tedavi amaglh panzehirlerin de gelistirilmesine yol agmustir (13).

Alman kimyaci Gerhard Schrader pestisitler iizerinde ¢alismalar yaparken
1936 yilinda tabun (GA) gazin1 ve 1937 yilinda sarin (GB) gazini sentezlemistir.
1939 yilinda Alman Savunma Bakanlig1 bu iki ajanin seri olarak iiretimi i¢in bir
proje baslatmistir. Bununla beraber ancak 1943 yilinda sentez islemi baslamis ve
savas sonuna kadar 10.000-12.000 ton tabun ve 600 ton sarin tiretilebilmistir (13).

Ikinci Diinya Savas1 boyunca, Uzakdogu’da Japonya'nin yerel faaliyetleri
disinda (Japonlarin Cin’e kars1 klor gazini kullanmalari), diinyada kimyasal silahlar
kullanilmamistir. Bunun en 6nemli nedeni bu 6ldiiriici maddelerin savasan tiim
tilkelerde asir1 miktarlarda bulunmasi ve kullanildigi takdirde toksik etkilerinin
yalniz savas alanlarinda kalmayip, tipki bir niikleer etkisi gibi genis bir alanda
gortilebilecegi ve olasi bir saldiriin ¢ok fazla sayida insanin 6liimiiyle sonuglanmasi
ihtimalidir (13).

1940-1945 yillar1 arasinda Almanya’da kurulan toplama kamplarinda pek ¢ok
farkli etnik kdkene mensup insan topluca 6ldiiriilmiistiir. Bu kiyimlarda kullanilan
yontemlerden bir tanesi de gaz odas1 ad1 verilen kapali alanlara doldurulan insanlara
Zyklon-B isimli siyaniir tiirevinin uygulanmasi olmustur. (13)

1944 yilinda Avusturyali biyokimyaci Dr. Richard Kuhn tarafindan soman
(GD) ve 1952 yilinda Ranajit Ghosh ve J.F.Newman isimli iki bilim adami
tarafindan Vx gazi sentezlenmistir (14). Vx gazmin oldiriciliginiin ¢ok bilyiik

boyutlarda oldugu farkedilince ticari iiretimine son verilmistir.



1945 — 1947 yillar1 arasinda Panama’nin San Jose adasinda A.B.D. tarafindan
baslica Fosgen, Siyanojen Kloriir ve Mustard olmak iizere c¢esitli kimyasal savas
ajanlarinin testleri yapilmistir. Adada biliylik miktarda patlamamis mithimmat
bulunmasi nedeniyle giinlimiizde tamamiyla bosaltilmis ve halen girise yasak bir
bolgedir. Ikinci diinya savas1 sonrasinda Kanada, Amerika ve Ingiltere’nin tonlarca
kimyasal savas ajanin1 San Jose adasina ve ¢evresindeki okyanus sularina biraktigi
bilinmektedir.

1980-1988 yillar1 arasinda yasanan Iran-Irak Savasi sirasinda Irak ordusu iran
birliklerine karsi sinir ajanlart ve mustard kullanmistir. 16 Mart 1988 tarihinde
donemin Irak devlet bagkani Saddam Hiiseyin tarafindan ucaklarla Halepge’ye
Mustard gazi atilmis ve bu saldir1 yaklasik 6500 kisinin 6liimiine, 15 bin civarinda
yaraliya neden olmustur (13).

Bir Amerikan sirketi olan Union Carbide firmasinin Hindistan Bhopal’de
kurdugu bdcek ilaci iireten fabrikadan 3 Aralik 1984 giinii 40 tondan fazla Metil
Izosiyanat gaz sizintis1 olmasi sonucu, 3800 insanm &liimii ve binlerce kisinin
yaralanmasiyla sonuglanan olay “Bhopal Felaketi”, zehirli endiistriyel madde
kazalarina bir 6rnek olarak tarihe ge¢cmistir (15).

27 Haziran 1994 tarihinde Japonya’'nin Matsumoto sehrinde “Yiice Gergek
(Aum Sinrikyo)” tarikat1 liyeleri tarafindan gerceklestirilen ve seyreltilmis sarinin
kullanildig: terdrist saldirt 600 civarinda insani etkilemis, ardinda 58 yarali ve 7 6li
birakmustir (16). Yine ayni tarikat tarafindan 20 Mart 1995 tarihinde Tokyo sehrinin
metro sisteminde gergeklestirilen ve % 35 saflikta sarin kullanilan terdrist saldirida
12 kisi hayatin1 kaybetmis ve 5500 kisi yaralanmistir (17).

23 Ekim 2002 tarihinde Moskova’da bir tiyatro binasini basan eylemcilere
miidahale eden Rus antiterdr timleri binaya baskin diizenlemeden 6nce fentanil tiirevi
oldugu sanilan bir kimyasal ajam1 havalandirma sisteminden tiyatro binasina
puskiirtmiislerdir. Binada bulunanlardan 129 kisi salinan gazdan etkilenerek hayatini
kaybetmistir (13).

Bir sonraki baskanlik se¢imlerine hazirlanan Ukrayna Devlet Baskani Victor
Yushchenko kisa siire igerisinde gelisen siddetli bir hastalik tablosu ile 2004 yili
Ekim ayinda Viyana’da tedavi altina alinmig ve yapilan detayl analizlerde dioksin

ile zehirlendigi ortaya konulmustur (18). Ozetle, dioksin hemen her yerde



bulunabilen insan ve hayvan sagligini1 tehdit eden toksik bir kimyasaldir. En ¢ok
bilinen dioksinler poliklorlu-p-dioksinler (PCDD), poliklorludibenzofuranlar (PCDF)
ve poliklorlubifeniller (PCB)’dir. Bunlar, suda az ¢06ziinmeleri ve yiiksek
lipofiliteleri sebebiyle gidalarda birikebilme 6zelligine sahiptirler. Bitkisel gidalarda
oldukca diisiik miktarlarda bulunan dioksinler daha ¢ok et, siit ve bunlarin tirtinleri
ile deniz tirtinleri gibi hayvansal gidalarda bulunurlar (19).

Son yillarda kimyasal silah kullanim1 ve tehdidi 6zellikle {ilkemizin de iginde
bulundugu Orta Dogu cografyasinda oldukca artmustir. 21 Agustos 2013 tarihinde
Sam’in Ghouta bolgesinde terleme, salivasyon, kas tremorlari, konviilziyonlar ve
solunum giigliigii bulgulariyla aralarinda ¢ocuklarin da bulundugu ylizlerce insan
hastanelere kaldirildi. Birlesmis Milletler inceleme ekibi kullanilan kimyasal ajanin
Sarin gazi oldugunu agikladi. Bu trajik olayda saatler igerisinde 430 6lii ve 3600
yarali rapor edilmistir (20).

26 Kasim 2016 tarihinde Suriye/El Bab bolgesinde meydana gelen saldirida
sarimsak kokusunun yayildigi belirtilen koyu renkli yogun gazdan Ozgiir Suriye
Ordusu mensubu 13 asker etkilenmis, yapilan inceleme ve analiz sonucunda
kullanilan ajanin SM oldugu degerlendirilmistir. Bu saldirida etkilenenlerden biri
tedavinin 18’inci gliniinde hayatini1 kaybetmistir (Resim 2.1) (21).

Kimyasal silahlarin kullaniminin sinirlandirilmast ile ilgili bilinen ilk
uluslararas1 antlasma Fransizlar ve Almanlar arasinda 1675 yilinda Strasbourg’da
imzalanan zehirli mermilerin kullanilmamasina iliskin anlagmadir (22).

Kimyasal silahlarin kullanimi, depolanmasi ve gelistirilmesi 1993 tarihinde
kimyasal silahlar konvansiyonuyla yasaklanmistir. Bu kapsamda 13 Ocak 1993
tarithinde imzalanarak 29 Nisan 1997 tarihinde 162 iilkenin katilimiyla yiiriirliige
giren Kimyasal Silahlarin  Gelistirilmesinin, Uretiminin, Stoklanmasinin ve
Kullaniminin Yasaklanmasi ve Bunlarm Imhas ile Ilgili Sézlesme (Convention on
the Prohibition of the Development, Production, Stockpiling and Use of Chemical
Weapons and on their Destruction) iilkemizce 14 Ocak 1993’te imzalanmis ve 3

Mayis 1997°de ylirtirliige girmistir.
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Resim 2.1. 26 Kasim 2016 tarihinde El Bab/Suriye bolgesinde gerceklesen

saldir1 sonras1 hayatim1 kaybeden Mustard yaralisi. Viicudunda yaygin yiizeyel eritemler ile

ozellikle kafa, boyun, kollar ve ellerinde i¢i sivi dolu blisterler gozlenmistir (21).

2.3. KIMYASAL SILAHLARIN SINIFLANDIRILMASI

Kimyasal silahlar, fizyokimyasal Ozelliklerine gore pek cok alt gruba
ayrilmakla beraber ¢izelge 2.1°de yansitildig1 gibi yiiksek kalicilik ve diistik kalicilik
ozelliklerine goére de smiflandirilabilmektedir. Giliniimiizde en sik kullanilan
siniflama fizyolojik etki mekanizmalarina gore yapilan siniflandirma olup ¢izelge
2.2°de yer almaktadir (7, 23).

Bu silahlar arasinda yakici ajanlar, yarattiklar: fiziksel ve psikolojik etkiler ve
elde edilmelerinin kolay olmasi sebebiyle terorist saldirilar diizenlemek amaciyla
tercih edilen silah grubudur. Bu fiziksel etkiyi toksik molekiiler mekanizmalar
tizerinden gerceklestirirken, psikolojik etkiyi toplumda panik ve kargasaya neden
olarak meydana getirirler. Yakict ajan kullanilan bir saldiridan sonra yaralilar ile
birlikte psikolojik olarak etkilenmis kisiler en yakin saglik kurulusunun acil servisine
bagvurarak yigilmalara yol agacaklar, bu yigilmalara bagl olarak acil saglik hizmet

desteginde ciddi kesintiler s6z konusu olacaktir (24, 25).
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Cizelge 2.1. Kalicilik o6zelliklerine gore kimyasal silahlarin smiflandirilmasi, cevrede

kaliciklar1 ve oldiiriictiliigi (26).

Potens Yiiksek kalicihk Diisiik kahicihik
Siilfiir mustard (HD), o-Klorobenzilmalonitril (CS)
Levisit (L), Dibenz(b,f)-1,4-oksazepin (CR)
Mustard-levisit (HL) Kloroasetofenon (CN)
Zayif Nitrojen mustard (HN1-2-3) Kloropikrin (PS)
oldiiriiciiliik | Siyanojen kloriir (CK)
Difenilkloroarsin (DA)
Arsin (AsHs)
Klor (Cly)
Soman (GB) Fosgen (CG)
Giiclii Siklosarin (GF) Sarin (GB)
oldiiriiciilik | VX Tabun (GA)
Hidrojen Siyaniir (AC)

Cizelge 2.2. Fizyolojik etki mekanizmalarina gore kimyasal silahlarin siniflandirilmasi (7).

Grup/kimyasal isim Yaygin isim Sembol
SINIR AJANLARI

Ethyl-N,N-dimethyl phosporamidocyanidate Tabun GA
Isopropyl methyl phosponofluoridate Sarin GB
Pinacolyl methyl phosponofluoridate Soman GD

Cyclohexyl methyl phosponofluoridate

Sikloheksil sarin GF

o0-Ethyl-S-(2-diisopropylamino-ethyl)-methyl
phosponofluoridate

VX VX

N,N-diethyl-2-(methyl-(2-
methylpropoxy)phosphoryl)sulfanylethanamine

Rus Vx RVx

YAKICI AJANLAR

Bis(2-chloroethyl)sulfide Siilfiir mustard, H, HD,
Tris(2-chloroethyl)amine Nitrojen mustard | HN-3
2-Chlorovinyl dichloroarsine Levisit L
AKCIGER IRRITANLARI

Carbonyl chloride Fosgen CG
Trichloromethyl chloroformate Difosgen DP
Chlorine Klor CL
Chloropicrin Klorpikrin PS
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SISTEMIK ZEHIRLER

Hidrojen siyantir (I:)ii;c;si:(y:;itl)( asit AC
Siyanojen kloriir CK
KAPASITE BOZUCU AJANLAR

3-Quinuclidinyl benzilate QNB BZ
Liserjik asit dietilamid LSD LSD
KARGASA KONTROL AJANLARI

2-Chloro-1-phenylethanone CN
2-Chlorobenzalmalononitrile CS
Dibenz (b,f)-1,4-oksazepin CR
10-Chloro-5,10-dihydrophenarsazine DM

2.4. YAKICI AJANLAR

Vezikanlar olarak da bilinen yakici ajanlar kimyasal savas ajanlar1 arasinda
giinimiizde en yayginlaridir. Bu lipofilik maddeler solunum ve cilde dogrudan
temasla organizma igerisine girerler. Gozleri, solunum sistemini ve cildi oncelikle
tahris ederek sonrasinda da hiicresel hasarla etkilerler. Bu kimyasal savas ajanlarinin
yakict ajan ismini almalarindaki baglica neden ve karakteristik 6zellikleri, viicut
yiizeyinde ciddi yaniklar tarzinda hayati1 tehdit edici ve genis deri yaniklarina neden
olmalar1 ve ciltte biil formasyonu olusturmalaridir. Etkilerini gozlerde, mukoz
membranlarda, akcigerlerde, ciltte ve kemik iliginde gosterirler. Inhalasyonla
alinmalar1 halinde trakeadan alveollere kadar tiim solunum yollarina hasar
verirlerken, yutulduklari takdirde kusma, ishal gibi gastrointestinal semptomlara
neden olurlar. Yakici ajanlarin dis ortam sartlarina dayanikli olabilmesi igin
igeriklerine eklenen kimyasal maddeler, bu ajanlarin ¢evreyi, tasitlar1 ve etraftaki
diger tiim malzemeleri kontamine edebilmesini kolaylastirir (5).

Yakici ajanlar veya biil yapict ajanlar kategorisinin en 6nemli olan1 mustard
olmasimin yaninda bu kategori igerisinde Lewisit (L) ve Fosgen Oksim (CX)’ de yer
almaktadir. Lewisit, bir kismi siilfiir mustard ile karistirilmis halde olmak tizere, ¢ok
miktarda silah haline getirilmis ve 2. Diinya Savasinda Japonlar tarafindan

kullanilmistir. Siilfiir mustard ve Lewisit sivi veya aerosol seklinde ortama yayilan
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ve giinlerce bulundugu ortamda kalabilen, persistan ajanlar olarak kabul edilen
tehlikeli vezikanlardir (27, 28).

Genel olarak mustardin iki tipi mevcuttur: “Silfiir mustard” (H) ve “Nitrojen
mustard” (HN). HD simgesiyle gosterilen, “distile edilmis mustard” dir. HD,
yaklasik % 96 saflikta siilfiir igerirken; H, % 70-80 safliktadir (29). Siilfiir Mustard,
cok reaktif olan ve temas ettigi ciltte biil olusturmanin yan1 sira solunum sistemi ve
gozlerde komplikasyonlara neden olan yakici bir ajandir. Nitrojen mustard ise,
merkezi atomu nitrojen olan ve kanser tedavisinde kullanilan bir mustard bilesigidir.
Nitrojen mustardin HN1, HN2 ve HN3 omak {izere 3 farkli formu bulunmaktadir.
HN1, HN2 ve HN3 nitrojen mustardin askeri kodlaridir. HN3 ikinci Diinya Savasi
stirasinda silah haline getirilmistir. Hayvan deneylerinde intravendz uygulama sonrasi
santral sinir sistemini etkileyerek konviilziyonlara neden oldugu izlenmistir (3, 30).

Nitrojen mustard ilk kez 1930 larda sentezlenmis olup 2. Diinya Savasi
sirasinda silah haline getirilmis fakat harp alaninda kullanmilmanmustir. Ozellikleri
stilfuir mustard ile benzer olsa bile depolamaya uygun olmadigindan silah olarak
kullanilmaya elverigli degildir (31). Savas ajani olarak Fosgen oksim kullanimi da
goriilmemistir. Aslinda fosgen oksim gergek bir vezikan degildir. Cilinkii mustard ve
lewisitin aksine olusturdugu deri lezyonlar1 blister tarzinda degil, iirtiker benzeri
solid lezyonlardir (3).

Yakict ajanlar 6zelikle diigmanin savasma kabiliyetini azaltmak amaciyla
kullanilir. Ciinkii bu ajanlar savas alaninda diigmani yaralar, onlar1 koruyucu kiyafet
giyinmeye zorlayarak manevra kabiliyetlerini diisiliriirler. Bununla beraber
vezikanlara ciddi derecede maruz kalinmas: kurbanlar i¢in Olimcil de
olabilmektedir. Ayrica, bu kimyasal ajanlara maruz kalan ¢ok sayida yarali, saglik
teskillerine bagvurdugunda, tedavide kullanilacak mevcut kaynaklarin hizla
tiikketilmesi ve saglik teskillerinde belli bir limitte bulunan imkanlarin agilmasi saglik

sisteminde kilitlenmeye neden olabilecektir (5, 32).

2.4.1. Siilfiir Mustard

Bir kimyasal silahin fiziksel oOzellikleri ve formiilasyonu tehdidin
belirlenmesinde Onemlidir. Bu kapsamda siilfiir mustard (SM, U.S. kodu HD,
kimyasal adiyla 2,2'-dichlorodiethyl sulfide) kimyasal silah olarak kullanilan en

giiclii yakic1 ajanlardan birisidir. Ani 6liimlere sebep olabilen sinir ajanlarindan farkl
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olarak, mustard gazi uzun siireli etkiler gosterir ve 6ldiirmekten ¢ok insanlar {izerinde
kapasite bozucu ve kronik yaralanmalar olusturucu etkiye sahiptir. Sentezinin kolay
olmas1 nedeniyle biiyiik miktarlarda mustard gazi1 savasta kullanilabilecek hale ¢ok

kisa siirede getirilebilir (6).

CH,>CH, —Cl Sekil 2.1. Siilfiir mustard’in kimyasal yapis1 2,2'-
7 n2bing
AN CH,CH, —Cl diklorodietil ~ siilfir  (bis-2-kloroetil sulfiir)

seklindedir.
HD

SM, ciltte blister olusumuna neden olan bir madde olup, kimyasal yap1
itibariyle 2,2'-diklorodietil siilfiir (bis-(2-kloroetil) siilfiir) seklindedir (Sekil 2.1) ve
bu yapida bir¢cok biyolojik molekiille reaksiyona girerek doku hasarina neden
olmaktadir (6). SM’mn perkutan emilimi sonrasi relatif olarak daha az 6liime sebep
olmasmin yani sira mustard yaralilari, saglik merkezlerinde daha ¢ok asirt

yiikklemeye sebep olurlar.

2.4.1.1.Fizikokimyasal Ozellikleri

SM’nin silah olarak kullanilmasindaki en O©nemli etkenlerin basinda
persistanlik 6zelligi gelir. Persistanlik (kalicilik), havada veya yerde ajanin
toksisitesini devam ettirdigi zaman periyodu olup ajanin 24 saatten daha fazla zayiat
verebilmesi persistan; 10-15 dk sonra etkinligini kaybetmesi non-persistan oldugunu
gostermektedir. SM’nin sivi formu oldukca toksik ve persistan olup 4 yila kadar
bulundugu yerde kalabilmektedir. SM’nin, ozellikle kuru ve soguk havalarda
kaliciligi artmaktadir. Havaya karigan aerosol form inhalasyon ve cilt maruziyeti ile
etkili olabilir. Zamanla buharlagsma ile ¢evreye ve insan sagligina zarar verebilir (33).

Saf SM seffaf, kokusuz ve yagl bir sividir. Kaliciligini arttirmak ve silah
olarak kullanabilmek i¢in yapilan kimyasal karigimlar sonrast sarimsak kokulu ve
koyu renkli bir hal alir. SM, yiliksek molekiil agirlikli kimyasallarla karistirildiginda
partikiil cap1 artarak buharlasma orani azalir. Bu kimyasallar persistansini arttirmakta
ve dekontaminasyonu zorlagtirmaktadir. Bu nedenle SM kullanildigi bolgede

giinlerce tehdit olusturmakta ve bu da gecikmis yaralilarin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir (27, 28).
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SM’1n 40 °C’deki uguculugu, 0 °C’ye gore yaklagik 40 kat daha fazladir. Bu
yiizden daha yiiksek 1silarda kaliciligi azalmasima ragmen ozellikle solunumsal
etkilenim daha fazla artar. Siyaniir ve sarin gibi kimyasal savas ajanlar1 6zellikle
solunum sisteminde ¢ok hizli etki gosterirken; SM, bir latent dénemden sonra
etkisini gosterir. Bu nedenle SM’nin cilt maruziyetinde blister ve ddematodz etkisi
temastan saatler sonra olusur (3). SM’1n fizikokimyasal 6zellikleri ¢izelge 2.3’de yer

almaktadir.

Cizelge 2.3. Siilfiir Mustard’in fizikokimyasal 6zellikleri (5, 6, 34).

Ozellik Siilfiir Mustard
Gorine ] Renksizden acik sariya kadar olup, renksiz
bir buhar1 vardir.
Kimyasal formiil C4HsCI,S
Kimyasal yapisi CI/\/S\/\Cl
Molekiiler agirligi 159.08
Ozgiil agirlig: (g/cm®) 1.27 (20 °C, s1v1); 1.34 (13 °C, kat1)
Buhar yogunlugu (kg/m°) 5.5 (atmosfer= 1.275)
Erime noktas1 145°C
Kaynama noktasi 215-217°C
Buhar basinci (25 °C) 0.11 mm Hg
92 (0°C)
Ucuculuk (mg/m®) 610 (20°C)
910 (25°C)
2860 (40°C)

2.4.1.2.Kimyasal Ozellikleri

SM’nin kimyasal 6zelliklerini molekiil yapisinin ortasinda yer alan siilfiir
atomu belirler. Bu siilfiir atomu serbest elektron ¢iftine sahiptir ve niikleofilik
yapidadir. Genel olarak negatif yliklii veya negatif yiikk yogunlugu bulunduran iyon
veya molekiillere niikleofil ad1 verilir. Niikleofilik molekiiller pozitif yiik kazanma

egilimindedirler. SM’in sulfon ve siilfoksit formlarinin (sulfonyum tuzlarinin)
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olusumunda merkez atomun niikleofilik saldirtya ugramasi “Oksidasyon” olarak

bilinen bir reaksiyondur (34).

Oksidasyon:

Oksitleyici molekiiller genelde oksijence zengindirler ve karst molekiilden
elektron galarlar. Ayrica bunlar radikalit (eslesmemis elektronu bulunan) veya iyonik
olabilirler. Potasyum permanganat (KMNQO,), nitrik asit (HNO3), kalsiyum hipoklorit
(CaOCl,) ve sodyum karbonat (Na,COs) gibi oksijenden zengin oksitleyiciler
olmasinin yaninda seryum (Ce*™) veya kobalt (Co*™) gibi oksijen atomu igermeyen
giiclii oksitleyici ajanlar da vardir. Bu reaktif molekiiller oksijence zengin radikal
(OH gibi) veya yiiklii iyonlar verirler. Bununla birlikte havadaki oksidasyon *“-OH”
radikalleri ile olur. Siilfiir mustard molekiiliiniin [(CICH,CH,),S] ise elektronca en
zengin yeri ortada yer alan siilfiir atomu ve ikinci elektronca zengin bdlgesi yan
zincirindeki CI atomlaridir. Bu kapsamda SM, havadaki -OH radikalleri veya diger
oksitleyici ajanlar tarafindan ortak elektron kullanimi yoluyla reaksiyona girerek
oksitlenir ve bazi ara basamaklari takiben sulfonyum tuzlarini olusturur (Sekil 2.2).

Tiyoeterler gibi SM, okside edici ajanlar tarafindan bir oksijen atomu alip
sulfoksit veya iki oksijen atomu alip sulfon benzeri kimyasallara doniismeye
egilimlidir (34). SM’nin sulfoksit formu [OS(CH,CH,CI),], sulfon formundan
[O,S(CH,CHCI);] ¢ok daha yavas reaksiyonlara girer. Bu nedenle SM’nin,
oksidasyon sonucu olusan sulfoksit formu toksik degildir. Aksine sulfon formu
niikleofilik saldiridan sorumlu tutulan bir molekiildiir ve tipki SM’nin kendisi gibi
yakict olma 6zelligini siirdiiren toksik bir yapidadir (35).

N,N-Dichloro-4-methylbenzenesulphonamide  (Dichloramine-T),  sifirin
altindaki derecelerde bile SM ile hizla reaksiyona girer. Sonugta p-toluene
sulphonamide, 2-haloethyl 1-chloro-2-halovinyl sulphide ve hydrogen chloride
olusur (34).
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Sekil 2.2. Silfiir Mustard’in oksidasyon reaksiyonlari, siilfon ve siilfoksit

tiirevlerinin olusumu (34).
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Hidroliz:
SM kimyasinin 6nemi, hidroliz reaksiyonuyla kendisini gostermektedir. Bir
maddenin hidrolizi denince o maddenin H-O-H ile tepkimesi anlamina gelir. Bu

tepkime genel olarak,
R-X + H-O-H = R-OH + HX tepkimesi seklinde gosterilir.

Daha once de bahsedildigi gibi negatif yiikli veya negatif yiikk yogunlugu
bulunduran iyon veya molekiillere niikleofil adi verilmektedir. Nikleofilik
molekiiller pozitif yiik kazanma egilimindedirler. H-O-H niikleofilik 06zellikte
olmakla beraber OH" ¢ok daha gii¢lii niikleofildir ve SM (CI-CH,-CH,-S-CH,-CH,-
Cl) yapisindan klor (Cl) atomlarini kopartarak yerine kendisi geger. Bu klor
atomlarmin OH™ iyonlariyla yer degistirmesi kimya alaninda, SN' veya SN?
mekanizmasi adi verilen niikleofilik yer degistirme tepkimesidir. Bu tepkime

sonucunda SM’1n 6nemli bir metaboliti olan tiyodiglikol olusur:

S
ClI >""C 4 20H S oH ™S oH + 2CI
(Siilfiir mustard) (Tiyodiglikol)

Tiyodiglikol olusumunda; SM’m hidroliz reaksiyonundaki ilk basamakta
transiyent siklik sulfonyum katyonu meydana gelir (Sekil 2.3). Sulfonyum iyonu
oldukca kararsizdir ve SM’nin son derece reaktif bir ara iirliniidiir ve daha sonra

cevresel kosullara bagl reaksiyonlara katilmaya devam eder.

CH;-CH,-Cl

, CH;

, |
s -ﬂ;—am-CHZ—CHrs\] |
CH,-CH;-c1 ¢ CH,

Sekil 2.3. Cok yiiksek derecede reaktif bir ara iiriin olan siklik sulfonyum katyonu
olusumu.
Ortamda herhangi bir organik ¢oziicliniin  bulunmadigi, yiiksek

konsantrasyonlarda substrat varliginda, ilk triinler olan bir dimerik sulfonyum
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katyonu ve etilen sulfonyum katyonu sulu ortamda tepkimeye girer ve R-S-
CH,CH,0OH formu, son {iriin olarak da tiyodiglikol meydana gelir (Sekil 2.4) (34).

T, - Ol

“NCH, CHy - CL

I

| T CH, CHy - T
H, C sl

+l +l HOH
OH
+_CHyCH, OH iy Ly
CHy CHy S CH, CH, - \
(Dimerik ~CHy CH7OH / CH, CH, OH Ty CH, OH
s sulfonyum (Etilen 5\(
katyonu) _cH, CH,-OH \cu ch.g Sulfonyum Raiiigcl
CHZEH5‘< ™2™ katyonu)
™ CH, CH, OH
]
+HOH
+HOH +HOH
O/CHI cH2
/cu, cn,s\( o , Ct CHyOH
S-EH,
\cn,m,- OH !
. CH,
+HOH

s/cn, CH, OH

“CH, CH, OH

(Tiyodiglikol)

Sekil 2.4. Siilfiir Mustard’in hidroliz reaksiyonlar1 ve tiyodiglikol olusumu (34).
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2.4.1.3 Siilfiir Mustard’in Onemli Fonksiyonel Molekiillerle Biyokimyasal

Reaksiyonlar:

2.4.1.3.1. Siilfidril grubuyla (-SH): Siilfiir mustard, sistein gibi -SH grubu iceren
faktorlerle ¢ok yiiksek bir afinite ile reaksiyona girer. Uygun kosullar altinda bir
molekiil siilfiir mustard, -SH (siilfidril) grubu igeren iki molekiilii alkile eder ve
birbirine baglayabilir (Ornegin SM tiirevi olan Bis-S-sisteinil gibi). Siilfidril grubu
iceren bu reaksiyon triinleri fizyolojik pH ve 1silarda oldukga stabildir (34).

2.4.1.3.2. Karboksil grubuyla: Silfir mustard, karboksil gruplarini,
sabunlastirilabilir tiyodiglikol esteri formuna alkile eder. Sabunlagma temelde bir
cesit hidroliz reaksiyonudur ve esterlerin hidrolizi akla gelmektedir. Esterlerin su
alarak alkol ve asitlere ayrismasi reaksiyonudur. Bu tepkimenin gerceklesmesi icin
sodyum hidroksit gibi esterleri parcalayabilen 06zel enzimler gerekmektedir.
Karboksil gruplarmin ara enerji metabolizmasindaki metabolitler ve aminoasitler
icerisinde yer almasi nedeniyle bu reaksiyon biyokimyasal agidan da ¢ok onemlidir

(34).

2.4.1.3.3. Organik ve Inorganik fosfatlarla: SM’nin fosfatlarla olan reaksiyonlar
ve buradaki biyolojik rolii  konusunda giinlimiizde yeterli calisma
gerceklestirilmemistir. Ditiyofosfat iyonu hem inorganik fosfatlar hem de diger tim
bilesikler arasinda en yilksek oranda yarigmali faktordiir. Fosfoinozitol
metabolizmasinin iriinleri, deoksiniikleozid difosfat ve trifosfatlar, niikleozid,
niikleik asit prekiirsorleri ve enerji tasiyict substratlar gibi biyokimyasal 6nemi olan

fosfor igerikli bilesiklerle ilgili yeterli bilgi mevcut degildir (34).

2.4.1.3.4. Piirin ve pirimidin bazlari ile reaksiyonu: SM, nétral pH’da niikleik asit,
niikleotit ve niikleozidler igerisinde yer alan 6zellikle adenin N-1 ile guanin N-7
olmak {izere piirin ve pirimidin bazlarini alkiller (35). Alkilasyon, bir hidrokarbon
grubunun bir kimyasal bilesige girmesi reaksiyonudur. Hidrokarbonlar, bir veya daha
fazla hidrojen atomuna bagli bir karbon atomuna sahip molekiillerdir. Alkil gruplari,

yaygin organik molekiillerdendir. Bunlar, metil gruplari gibi tek karbonlu
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bilesiklerden uzun hidrokarbon zincirlerine kadar gidebilir. Dolayisiyla sadece bir
karbon ile alkilasyon, metilasyon olarak da bilinir. Fizyolojik pH ve sicaklikta, SM
ile DNA’nn etkilesimi N°-glikozidik bagdan kopmasiyla kararsiz yapidaki 7-alkil-G
ve 3-alkil-A alkillenmis piirinleri spontan olusurlar ve bu, apiirinik bolge olusumuna
neden olur (34). SM’ nin DNA ile etkilesiminden Guanin N-2 ve O-6 ve adenin N-6

ile reaksiyonlart da raporlanmistir (35).

2.4.1.3.5. RNA ile reaksiyonu: SM’nin RNA ile reaksiyonunda alkillenmis
RNA’nin  spektral ve fizikokimyasal oOzelliklerini gosteren kromatografik
profilllerinin karsilastirilmasi yoluyla baglica alkilasyon iiriinii olarak 7-alkil-guanin
tanimlanmustir (34). Baz1 ¢alismalarda, poli A, poli G ve poli C gibi alkillenmis
homoriboniikleotidlerinin asit hidroliziyle elde edilen iiriinleri karsilastirilmistir (36).
SM ile alkillenmis RNA’nin oldukga stabil oldugu ve tiim guanin alkilasyonunun
yiizde 25'inden diisiik kaldigr gozlenmistir (34). SM’nin poli U igerisinde terminal
fosfomonoesterin alkilasyonu ile polipeptit sentezinin inaktivasyonuna neden oldugu
ve bakterideki transkripsiyonda -galaktozidaz’in, translasyona yaklasik 5 kat daha
duyarli hale geldigi raporlanmistir. Bununla birlikte, RNA'daki olusan c¢apraz
baglanmanin daha az biyolojik etkiye sahip oldugu varsayilabilir (34).

2.4.1.3.6. Proteinlerle reaksiyonu: Proteinlerin karboksil, imidazol, tiyometil ve
stilfidril gruplart pH 6-8 arasinda negatif yiikli olup SM ile reaksiyona girme
egilimindedir. SM ile esterlestirilmis karboksil gruplarinin sayisi pH 6’da proteine
baglanan toplam SM kalintilarmin sayisina esit oldugu i¢cin SM’nin, o6zellikle
proteinlerin karboksil gruplariyla etkilestigi diisiiniilmektedir. Bagka bir calismada
ise pH 7,5°da serum albuminin ve oksihemoglobinin karboksil gruplarinin SM
tarafindan biiyiik oranda esterlestirildigi izlenmistir. Bu nedenle, proteinlerdeki -SH
gruplarinin, sistein veya glutatyon gibi serbest amino asitlere kiyasla 6nemli 6lglide
daha az reaktif oldugu sonucuna varilmig, SM siilfonunun -SH gruplar1 ile daha
reaktif oldugu bildirilmistir (34).

Fizyolojik kosullarda SM kalintilar1 proteinlerden kolayca ayrilamazlar. SM

ile etkilenmis proteinler alkalin hidroliz ile 1yilesmekte fakat hiicreler bu tiir hasarlari
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tolere edememektedir. Bir calismada korneada SM ile etkilenmis kollajenin alkalin

hidroliz ile kismen dogal 6zelliklerine geri dondiigii goriilmiistiir (34).
2.4.1.4. Biyolojik Etkileri

Solunum yoluna olan zararli etkileri ve yakici etkisi disinda, SM bir mutajen
ve potansiyel bir kanserojendir. SM, kimyasal 6zellikleri nedeniyle proteinler, RNA
ve fosfolipitler ile reaksiyona girer fakat en 6nemli sitotoksik etkisi DNA alkilasyonu
ve DNA sarmali i¢inde capraz baglarin olusumudur. Diisiik doz maruziyette bile,
muhtemelen DNA sarmali i¢ginde ¢apraz baglar meydana getirerek, ozellikle ge¢ G1
veya S fazi sirasinda bolinen hiicreleri Oldiirir. Yiiksek dozlarda ise farkli
mekanizmalar yoluyla kornea, mukoz membranlar ve ciltte akut hasara neden olan
ani hiicre 6limii meydana getirir. Bu mekanizmalardan biri NAD depresyonudur.
Siilfiir veya nitrojen mustard etkisiyle DNA zincir kiriklarinin olugsmas1 sonucu Poli
(ADP-riboz) polimeraz enzimi aktive olur ve bu enzim, hiicresel NAD havuzlarini
hizla tiiketir. Sonugta, hiicre ici ATP seviyelerinin diismesi, akut hiicre Sliimiine
neden olabilir. Diger bir mekanizma ise, glutatyon (GSH) gibi siilthidril iceren
protein ve peptitlerin inaktivasyonudur. Bu hiicresel hasara neden olan mekanizma,
hiicre i¢inde redoks olusumuna, lipit peroksidasyonuna, membran hasarina, kalsiyum

dengesizligine ve sonugta hiicre 6liimiine yol agar (Sekil 2.5) (3, 35).
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Siilfir Mustard

v

. Slutatyonla
DMNA Alkilasyonu roaks
Metabolik etkileri
- Protein tiyol
gruplarinin kaybi
- Cat++
- DNA kiriklari - Protein sentezi ve Eom(leostamsmm
- Poli(ADP-riboz) transkripsiyonun ozuimasi
: S - Oksidatif stres
polimeraz inhibisyonu - Lipid
aktivasyonu - !_:osfollpazlar, ) peroksidasyonu
- NAD+ depresyonu nikleazlar ve hiicre
. I - Membran hasari
- ATP kaybi islevserinin Hil Slimii
- Hiicre 8limii dizinhibisyonu i AIL(‘C{Z okun;]u
- Akut doku hasari - Otoliz - AKUL doKu hasari
- Hicre 6lumi
- Akut doku hasari

Sekil 2.5. Siilfiir mustard’in doku hasarina sebep oldugu varsayilan biyolojik etkileri

2.4.1.5. Klinik Etkileri

Silfiir mustard maruziyeti sonrasi klinik belirti ve bulgular igerisinde, 2-6
saatlik asemptomatik latent periyod sonrasinda ciltte eritem ve blisterler, solunum
yolunda hasar ve goz lezyonlari gozlenir (4). SM maruziyetinin akut semptomlari en
sik gozlerde, ciltte ve bronsiyal traktusta izlenir. Bu donemde hastalarda goz, bogaz,
akciger ve gastrointestinal bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Ciltte biil formasyonunun
goriilmeye baglamasi ise 4 saat sonrasina kadar uzamaktadir (37). Cilt bulgulari ve
yanik lezyonlar1 diger kimyasallarin maruziyetiyle benzer oldugu icin tam
asamasinda bazi 6zel tetkiklere ihtiyag duyulur. Ozellikle latent periyodda olmak
tizere biyolojik matrikslerde SM maruziyetini gosterebilecek en duyarli yontem
biyobelirteglerinin analizidir. Kan ve idrar gibi biyomedikal 6rneklerde biyolojik
belirteclerin  analizinin yapilmasit bu kimyasal savas ajaninin  kullanilip
kullanilmadigina iligkin kanitlarin saglanabilmesi ve tedavi Oncesinde tanisin
koyabilmek a¢isindan ¢ok degerlidir.

Go6z bulgulari: Hemen hemen tiim hastalar gozlerde agri, yanma,
hiperlakrimasyon ve fotofobi tanimlarlar. Baglangic semptomlart ¢ok siddetli

olmaktadir. G6z kapaklar1 dylesine 6demlidir ki, blefarospazm ve temporal korliige
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neden olur. Piiriilan konjunktivitli yaralilarda kornea opasitesi tek basma veya
erozyonla beraber ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak bu ¢ogunlukla gérme bozukluguyla
sonug¢lanmaz. Hastalarin biiylik ¢ogunlugunda opasiteler kalic1 olmaktadir (37).

SM yaralilarinda sik goriilen kronik bir goz bulgusu 15-20 yil sonra ortaya
cikan ge¢ baslangich iilseratif keratopatidir (38). Ulseratif keratopati gibi latent
baslangicli g6z hastaligi ilk olarak Birinci Diinya Savasi yaralilarinda izlendi. Bu
hastaligin belirtileri hizli baslangighi fotofobi, gozlerde yasarma ve degisik
derecelerde gérme kaybi olup patolojisi heniiz netlik kazanmamustir, ancak temelinde
SM’nin korneal proteinlerde degisiklige Yol actigi otoimmiin bir olay oldugu
varsayllmaktadir. iskemi alanindaki kornea ve konjunktiva incelendiginde limbus
bolgesinde vaskiilarizasyon ve skar olusumu izlenmektedir. Limbal kok hiicrelerin
kayb1 sonucu kornea i¢in yeterli miktarda epitel hiicresinin tiretilme kabiliyeti azalir.
Olusan korneal hasar enfeksiyon, skar olusumu ve perforasyonla giden ilerleyici
yikict bir keratit olarak devam eder. Ayrica konjunktival hiicreler yogun sekilde
korneal defektin igerisine dogru cogalarak skarlasmaya neden olurlar. Kornea
bolgesinin neovaskiilarizasyonu konjunktival hiicrelerin o bdlgede yayilimi ile
karakterizedir. Sonucta, gozdeki defekt limbal kok hiicre hasarmimn bir sonucudur
(39).

Cilt bulgulart: Cilt bulgular1 tipik olarak tiim yaralilarda goriiliir. Ciltteki
eritemler ¢ogunlukla 4. saatte belirgin hale gelmektedir (40). Silfir mustard
temasinda blister olusumu en karakteristik cilt bulgusu olmakla beraber kronik
stirecte de nekroz ve blister olusumunun alti gizilerek belirtilmelidir. Ayrica kasintili
kuru cilt lezyonlari, deskuamasyonlar ve yanik lezyonlar: sik goriiliir (41). Lezyonlar
mekanik travmayla agreve olacak hassasiyettedirler ve bu lezyonlarin fizyopatalojisi
heniiz netlik kazanmamistir. Bu lezyonlar ayn1 zamanda iirtiker, cilt atrofisi ve sag
dokiilmesi gibi degisikliklerle karakterize kronik egzema ve seboreik dermatit
gelisimine de agiktirlar (39). Kontrol edilemeyen fibroblastik aktivite nedeniyle
skarlasma ve bu skar dokusunun sebep oldugu kontraktiir ve deformiteler bazi
vakalarda gozlenmistir. Kapiller hemanjiyom ve telenjiektaziler izlenen vaskiiler
degisikliklerdir. Hiperpigmentasyon ve daha az oranda hipopigmentasyonun
birbirine yakin alanlarda gelismesi karakteristik tablodur. Bu pigmentasyon

degisiklikleri o bolgedeki melanosit hasarinin derecesine bagli olarak degisiklik
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gostermektedir (42). Cok yiikksek doz SM maruziyetinde hipopigmentasyon
goriilmesi daha olasidir. Uzayan siirede diger deri bulgulari yerlesirken ciltteki
kuruluk ve kasmnti daha da kétiiye gider. Ozellikle yanik lezyonlarma yakin
bolgelerde deri kanseri gelisiminin artmis oldugu yayinlarda ifade edilmekle beraber
kanser gelisiminin ¢ok uzun yillarda gergeklesmesi nedeniyle bu konuda daha uzun
stireli aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (39).

Bogaz: Ses kisiklig1, bogaz agrisi ve yutma gii¢liigli akut donemin sik goriilen
bulgularindandir. Bunun yanisira bogazda inflamasyon, obliteratif nekroz daha az
olarak goriilebilir.

Solunum sistemi: Oksiiriik, balgam ve kanli balgam gibi bulgular goriilebilir.
Yaralilarin kiigiikk bir kisminda kan gazlarinda degisiklik olmadigi izlenmistir.
Genellikle yaralilarda alkalozis, hipoksi ve nadiren asidozis goriilmiistiir. Cogu
yaralimin oskiiltasyonu normal olarak degerlendirilmistir. Brongiyal traktusun
iyilesmesi bogaz lezyonlarimin iyilesmesinden daha hizli olmaktadir (37).

SM, solunum sisteminde kalic1 akciger hasar1 olusturabilir. SM yaralilarinda
gec ortaya c¢ikan akciger fonksiyonlarinin bozulmasi, oliimiin baglica nedenidir.
Khateri ve ark.nin 2003 yilinda yayinladiklari bir kohort caligmasinda 34000
hastanin % 42.5’inde akciger hasar1 saptanmigtir. Bu hastalarin baslica semptomlari
kronik Oksiiriik, dispne ve yogun balgamdir. Ayrica, gogiis agrisi, gastrodzefageal
reflii ve hemoptizi izlenmistir. Emad ve Rezaian’n 1997 yilinda yaptiklari ¢aligmada
197 hastanin % 59’unda kronik persistan bronsit saptanmistir (39).

SM maruziyetiyle iliskili astim, amfizem, kronik bronsit, pulmoner fibrozis
ve bronsiyolit gibi ¢ok sayida solunum sistemi patolojisi sayilir. Giinlimiizde, agik
akciger biyopsileri, bronkoalveoler lavaj ve yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli
tomografiler araciligla yapilan ¢aligmalar 15181nda bronsiyolitis obliteransin solunum
sistemindeki hasarin baglica nedeni oldugu disliniilmektedir. Bronsiyolitis
obliterans, Oncelikle brongiyoller olmak {izere kronik skarlagsma siireci iginde,
ilerleyici doku yikimi sonucu bronsiektazi ve obstruktif akciger hasariyla kendini
gosteren bir patolojidir (39).

SM’nin iist solunum vyollarina dogrudan etkisi, skarlagsma, fibrozis ve
mukosiliyer aktivitenin bozulmasiyla kendini gosterir. Sonucta trake ve bronglarda

daralma goriiliir (39).
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Akciger dokusunun radyolojik incelemelerinde bronsiyollerin g¢evresinde
cizgilenmeler, hava tuzaklari ve hiperinflasyonla giden tikayic1 havayolu
hastaliklarina bagl degisiklikler izlenmistir. Genel olarak, FEV1 (forced expiratory
volume in 1 s), FVC (forced vital capacity) ve bu ikisi arasindaki oranin azaldigi
goriiliir (39).

Santral sinir sistemi: Tiim hastalarda apati (¢evresine karsi ileri derecede
ilgisiz, kayits1iz ve duyarsiz kalma durumu) ve depresyon goriilmektedir. ilk 2 hafta
yaralilar uykulu bir haldedirler (37). Hafif ve orta diizeyde EEG degisiklikleri
izlenebilir. En ¢ok asenkronize ve yavas dalgalar (teta) izlenir. EEG bulgular1 6 hafta
sonra normale doner (37).

Yaralilarda 38-40 °C ye varan ates goriilebilir. Genellikle konservatif
tedaviyle diizelme olmakta fakat bazen 3-4 hafta ates siirebilmektedir (37).

Lokositoz ¢ok sik gozlenen bir laboratuvar bulgusudur. Trombosit sayimi
cogunlukla yiikselmis olmakla birlikte bazi hastalarda diisiik veya normal izlenebilir
(37).

Yaralilarin cildinde en yaygin olarak goriilen bakteriyel enfeksiyonlar
arasinda Staphylococus aureus basta olmak iizere sirasiyla Streptococcus,
Enterobacter ve Proteus yer alir. Balgamda ise Acinetobacter, Haemophilus,
Neisseria, Streptococcus, Staphylococcus aureus ve Morexella izole edilebilir (37).

SM’nin DNA’y1 etkileyen potansiyel bir alkilasyon ajani olmasi onun kanser
gelisimini tetikleyecegi beklentisini dogurmaktadir. Laboratuvarlarda SM ile ¢aligan
personelde, sik ve kii¢lik dozlarda alinmasi nedeniyle iist solunum yolu ve akciger
kanserleri goriilmistiir. Bu kapsamda, SM, Uluslararasi1 Kanser Arastirmalari
Merkezi (International Agency for Research on Cancer) tarafindan karsinojenik
bilesik olarak tanimlanmistir. Onceki ¢alismalarda SM lezyonlarina komsu
bolgelerde cilt kanserlerinin arttig1 yoniinde bulgular verilmesine ragmen Iranli 40
yaralida yapilan ¢alismalar bdyle bir artis riskinin olmadiginmi gostermektedir (41).
Bununla beraber, halen giiniimiizde SM’nin 16semi gibi sistemik kanserlere neden
olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir.

SM maruziyetinin akut ve kronik belirti ve bulgular ile tedavi protokolleri
cizelge 2.4, 2.5 ve 2.6’da 6zetlenmistir (43).
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Cizelge 2.4. SM’ye bagl akciger hasari

Erken Belirti ve

Gec Belirti ve

Bulgular

* Oliim
* Ses kisiklig1
* Dispne

* Solunum epitel
hiicrelerinin
nekrozu (yiiksek
dozda)

* Hipoksi,
metabolik asidoz

« Oksiiriik,
bogulma hissi ve
bronkospazm

* Akciger 6demi

* Takipne

Bulgular

» Akcigerlerde
fibrosis ve total
akciger
kapasitesinin
azalmasi

» Akciger
infeksiyonlari
(Tuberkiiloz vb.)

* Hava
yollarinda
daralmayla
seyreden
bronsiektazi,
amfizem ve
kronik bronsit
hastaliklarin
gelisimi

» Akciger
kanserinin
insidansinda artis

Akut tedavi

 Antibiyotikler

* Izotonik salin
sollisyonu ile
solunum yolunun
lavaji

 Laringospazm
gibi {ist hava yolu
obstriiksiyonu
varsa trakeostomi

* Siddetli
vakalarda mekanik
ventilazyonla
endotrakeal
entiibasyon

* Mukoz
sekresyonlarin
azaltilmast
amaciyla
hidrasyon saglanir

« Siliyer aktivite
azaldig1 icin
mukolitik
sekresyonlarin
atilabilmesi
amactyla N-
asetilsistein

» Oksijen ile
destekleyici tedavi

Kronik

bulgularin
tedavisi

» Kronik
inflamasyonu
baskilamak
amaciyla
immiinstipresif
tedavi

* Inhale
kortikosteroidler
ve beta-2
agonistler
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Erken Belirti ve Gec Belirti ve
Bulgular Bulgular
¢ Qozlerde ¢ Kornea ve

yanma ve agri

» Korneal
abrazyon,
iilserasyon ve
perforasyon

» Kuruluk

*  Gorme kaybi
 Fotofobi

+ Blefarospazm

+ Lakrimasyon
artis1

+ Sekonder
enfeksiyon

konjunktivada
kronik vaskiilitle
seyreden iskemi
ve hemoraji

» Korneal
opasite, iilserasyon
ve perforasyon

+ Korneal
kalinlagsma ve
erozyon

* Limbal kok
hiicre kaybi

* Uzayan
yasarma

» Fotofobi

Akut tedavi

* Yapay goz yasi
damlalariyla
giinliik
lubrikasyon ve
irrigasyon saglama

* G0z i¢i basinci
kontrol altina
almak amaciyla ve
agriy1 hafifletici
antiglokom
ve/veya midriyatik
damlalar

* Okuler yikama

* Topikal
antibiyotik ve
kortikosteroidler

Kronik
bulgularin
tedavisi

+ Korneal
transplantasyon
+ Alle
yakinlarindan

limbal kok hiicre
transplantasyonu

* Tarsorafi

*  Amniyotik
membran
transplantasyonu
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Cizelge 2.6. SM’ye bagli cilt hasar1.

Erken Belirti ve
Bulgular

* Koltuk alti,
genital bolge,
kasiklar ve
dirsegin fleksor
yiizli daha nemli
olmasi nedeniyle
en ¢ok etkilenir

* Yanma ve
hassasiyet

» Deskuamasyon

» Ekimoz ve
eritem

* Cesitli
biiyiikliiklerde i¢i
s1vi dolu biiller

* Hiper/hipopigm
entasyon

¢ Nekroz ve ilser

» Pozitif nikolski
bulgusu

Gec Belirti ve
Bulgular

* Atrofi

* Kronik tirtiker
* Ekzema
Keloidler

 Kapiller
hemanjiyomlar ve
telenjiektaziler

» Kasinti

* Lokal sa¢ ve kil
kayb1

* Vitiligo
 Seboreik
dermatit

* Tinea versicolor
* Psoriyazis

* Melanositik
nevusler

« Diskoid lupus
eritematozus

Akut tedavi

* Glimis
sulfadiazin gibi
topikal
antibiyotikli
kremler

* RSDL gibi bir
dekontaminant
veya su ve notral
sabunla yikama

* 0.2-03%
kloramin-T
sollisyonuyla
dezenfeksiyon

* Topikal steroid
ve
antiinflamatuvar
ajanlar

* Yiiksek kalori
ve proteinli diyet

+ Analjezik ve
antihistaminikler

* Cok biiyiik
biillerin
debritmani

Kronik

bulgularin
tedavisi

* Giinesten
koruyucu kremler

* Nemlendici
kremler

* Nonsteroidal
ajanlar (aloe vera,
kapsaisin,
setirizin, doksepin,
hidroksizin,
fenol/mentol
karigimu,
pimekrolimus)

2.4.1.6. Tedavi ve Dekontaminasyonu

Stilfiir mustard kimyasal savas ajanina karsi yapilabilecek en etkin tedavi

ciltten absorbe olmasini Onleyebilecek bir ajanla hizli dekontaminasyondur (44).

Ciinkii siilfiir mustardin etkin bir antidotu yoktur. Cilt {izerinde ajana baglanarak

SM’nin ciltten absorbsiyonunu engelleyen pasif dekontaminantlar (fuller topragi vb.)

ve ajanla reaksiyona girip SM’yi detoksifiye eden aktif dekontaminantlar (RSDL

vb.) glinlimiizde kullanilmaktadir.
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Epidermisten daha asagi inmeyen cilt hasarlarinda hi¢ bir midahale
yapilmaksizin bir haftaya kadar lezyonlarin agris1 gegmektedir. Hayvan deneyleri,
mustard yaralanmalarinda perkutan antiinflamatuvarlarin  faydali oldugunu
gostermistir. Ozellikle kronik kasintiya yonelik tedavi, nemlendirici ve rahatlatici
kremler ve oral yoldan alinan sistemik antihistaminikleri igermektedir (39). Yapilan
calismalarda antiinflamatuvar ilaclar, hiicre i¢i radikal temizleyiciler, proteaz
inhibitorleri ve poli (ADP-riboz) polimeraz kromozomal enzim inhibit6rleri gibi
cesitli ilaglar tek tek ya da kombine, sistemik veya topikal olarak kullanilmistir.
Casillas ve ark.nin ¢calismasinda istatistiksel olarak belirgin iyilesme saptadiklar1 10
irlin raporlamiglardir. Bu iriinler sirasiyla antiinflamatuvarlar: olvanil, octyl
homovanillamide, retro olvanil, indometazin, hidrokortizon, 6a-metilprednizolon,
Klorpromazin, niasinamid; antiproteazlar: peptit fosfonat ve temizleyici/selator
dimerkaprol sayilabilir. Dachir ve ark.nin yaptig1 bir calismada steroid ve nonsteroid
kombinasyonunun (deksametazon ve diklofenak gibi) SM lezyonlarini istatistiksel
olarak % 60-75 oraninda iyilestirdigi gosterilmistir. Oktenidin dihidrokloriir,
kimyasal yaniklarin tedavisi igin antiseptik ajan olarak kullanilabilir (21, 39). Yine
bir vaka ¢alismasinda kazayla SM maruziyeti ile olusan lezyona oktenidin soliisyonu
ve poliheksametilen biguanid soliisyonu ile kombine yara pansumani yapilmasinin
faydali oldugu bildirilmistir (40). Cilt bulgularinin iyilesmesi maruziyetten sonra
yaklasik 2 ayda semtomatik tedaviyle gergeklesebilir (40). Go6z bulgularinin
tedavisinde okiiler lubrikan damlalar ve gerekirse lokal immiinsiipresanlar
kullanilabilir (39).

Kortikosteroidler, SM’nin yaptig1 kronik akciger hasar1 tedavisinde etkili
bulunmuslardir. Ciinkii bir¢ok bilim adami tarafindan kortikosteroidlerin uzun siireli
yan etkileri, SM’in yaptig1 doku hasarmin siddetlenmesine tercih edilmistir. Beta
agonistler ve antikolinerjiklerin, yapilan ¢alismalarda hastalarin % 50’sinde akciger
fonksiyonlarinin diizelmesinde etkili oldugu goriilmiistiir. Tedaviye yanit alinamayan
durumlarda interferon gama gibi immiinmodiilatdrler bronsiyolitis obliterans
tedavisinde kullanilabilir. Ayrica makrolidler gibi antibiyotikler de tedavide yer
alabilir (39). N-asetilsistein ve diklofenak sodyum semptomatik tedavide yer
alabilirken; sitotoksisiteye neden olabilen ibuprofen kullanimindan kagimilmasi
gerekir (40).
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SM’a temastan ¢ok kisa bir zaman sonra (2-3 dakika) penetre oldugu igin
doku hasar1 gelismeye baglar fakat SM’in klinik belirtileri sonraki saatler i¢inde
ortaya ¢ikmasi sebebiyle dekontaminasyonda, gecikme ve yetersizlik gozlenebilir.
Bu nedenle dekontaminasyonun temastan sonraki ilk birka¢ dakika i¢inde yapilmasi
gereklidir (6).

(1) Mukoza ve Gozler: Bu bolgeler bol su ile temizlenir. Miimkiin olursa
izotonik sodyum bikarbonat (% 1.2) veya serum fizyolojik tatbik edilir.

(2) Cilt: SM, fuller topragi gibi adsorbe edici tozlar ve kimyasal
inaktivasyonu saglayan sodyum ve kalsiyum hipoklorit gibi solusyonlarin kombine
etkisi ile temizlenir. Bunu takiben bol su ile yikanmasi 6nerilir. SM bulasig: {izerine
baslangicta su dokiilmesi yayilmalara neden oldugundan su kullanilmaz.

(3) Yaralar: Izotonik sodyum bikarbonat veya aktif klorlu bilesiklerle

dekontamine edimelidir.

2.5. KROMATOGRAFI

Bu yontem ilk kez bir Rus botanik¢isi olan M.S.Tsweet (1872-1919)
tarafindan 1900°li yillarin basinda kesfedilmistir. Tsweet, bitki pigmentleri ile
calisirken c¢ok iyi bir adsorban (kalsiyum karbonat) ile doldurulmus bir kolondan
bitki ekstrelerini petrol eteri-etanol ile eliie ettiginde renkli halkalarin kolonda
ayrildigint izlemistir. Bu nedenle yonteme kromatografi adi verilmistir (Yunanca
chroma=renk ve graphein=yazmak anlamina gelir) (45).

Genel olarak kromatografi; bir karisimdaki bilesenlerin hareketli (mobil)
fazin etkisi ile sabit (duragan) faz boyunca degisik hizlarda hareket ederek
birbirlerinden ayrilmasi temeline dayali bir yontemdir (45). Bu islemde ayrilacak
olan bilesikler bu sistem igerisinde adsorbsiyon, dagilma (partisyon), ¢oziintirliik,
buhar basinci, molekiil biiyilikliigli ve iyonik ylik yogunlugu gibi karakterlerindeki
farkliliklar nedeniyle farkli hareketlilikler gosterirler ve birbirlerinden ayrilirlar (45).

Kromatografik Yontemler (46).
1) Mobil ve sabit fazin fiziksel 6zelliklerine gore,
a) Stvi kromatografisi

- Sivi-kat1 kromatografisi
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- S1vi-s1vi kromatografisi
b) Gaz kromatografisi
- Gaz-kat1 kromatografisi
- Gaz-s1vi kromatografisi
2) Uygulama bi¢imine gore,
a) Kolon (siitun) kromatografisi
b) Diizlemsel kromatografi
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi
- Preparatif kalin tabaka kromatografisi
c¢) Gaz kromatografisi
d) HPLC
e) Elektrokromatografi
3) Ayrilma mekanizmalarina gore,
a) Adsorbsiyon (tutulma) kromatografisi
b) Partitisyon (dagilma) kromatografisi
¢) Iyon degistirme kromatografisi
d) Iyon ¢ifti kromatografisi
e) Molekiiler eleme kromatografisi

f) Afinite kromatografisi

2.5.1. GC (Gaz Kromatografisi)

Gaz kromatografisi, ucucu veya yart ugucu maddelerin ayrimini saglamak
amactyla kullanilan bir tekniktir. Ayirma isi, analitin sabit fazda dagilimina ve
hareketli faz (tasiyic1 gaz) olarak kullanilan inert (diger molekiillerle reaksiyona
girmeyen) bir gaz yardimiyla sabit fazda tasinmasina dayanir (47).

Temel olarak bir gaz kromatografi cihazi, asagida belitilen kisimlardan
olusmaktadir (Sekil 2.6):

1) Hareketli faz olarak kullanilan bir gaz

2) Numunenin kolona verildigi numune giris kismi (Enjektdr ve enjektor

blogu)
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3) Kromatografik ayrimin gergeklestigi kolon
4) Termostat olarak gorev yapan ve kolonun yer aldigi kolon firini
5) Madde sinyalini saptayan dedektor

6) Sonuglar kaydedecek ve bu sonuglari kromatogramlara doniistiirecek veri

sistemi
2) 5)
jektt Dedektdr
1)
Tasiyici
Gaz Girisi | é)
U]M;“L,
tp
Kromatogram
E Kolon Firini
Sekil 2.6. Gaz Kromatografisi Cihazinin Kisimlar
Tasiyic1 gaz

Gaz kromatografisinde hareketli faz olarak genellikle helyum, azot veya
hidrojen gibi gazlar kullanilir. Gazin icerisinde bulunan su ve oksijen, sabit fazin
bozulmasina neden oldugu i¢in kullanilan gazlar olduk¢a saf olmali, su ve oksijen
icermemelidir. En yiiksek verimin azot gazi kullanildiginda elde edildigi, ancak azot
gazinin  koroziv olmast kolona ve cihaza zarar verebileceginden tercih
edilmemektedir. Hidrojen gazi ise ortamdaki O ile birleserek su olusturabilmesi ve
patlayict ozelliginden dolayr ¢ok fazla tercih edilmez. Helyum, hem diisiik molekiil
agirlikli hem de inert bir gaz oldugundan dolayr GC'de en ¢ok kullanilan tasiyict
gazdir (47).



33

Enjeksiyon

Gaz kromatografisinde numunenin  kolona bir defada verilmesi
gerekmektedir. Numunenin yavas verilmesi pik genislemesine ve diisilk ayirma
giiciine neden olur. Numunenin gaz kromatografisi sistemine verilmesi sizdirmaz
enjektorler yardimiyla bir septumdan yapilir. Septum ve kolon giris ucu arasinda

ornegi buharlastirmak i¢in buharlastirict bdlme (enjeksiyon blogu) yer alir (47).

Kolon

Glinlimiizde gaz kromatografisinde kilcal kolonlar kullanilmaktadir. Bu
kolonlar ¢eperi kapli kilcal kolonlar (WCOT, Wall coated open tubular) ve destek
kapl kilcal kolonlar (SCOT, Support coated open tubular) olmak iizere temelde iki
tirdiir. SCOT kolonlarda, kolon duvari 30 um kadar kalinlikta diatome topragi gibi
bir destek maddesi ile kaplanmugtir. Sabit sivi faz bu destek materyalinin ig
duvarlarma tutturulmustur. Bu tip kolonlar, WCOT kolonlara gore daha fazla sabit
faz icerdiginden numune kapasitesi daha fazladir. WCOT kolonlarda ise, sabit sivi
faz kolonunun i¢ duvarlarina tutturulmustur. Ilk WCOT kolonlar paslanmaz celik,
aliminyum, bakir ve camdan yapilmistir. Daha sonradan WCOT kolonlar, eritilmis
silis kilcal kolonlar (FSOT, fused silica open tubular) olarak adlandirilmistir. Bu
kilcal borular, camdan yapilanlara gore ¢cok daha ince duvarlara sahiptir. Bunlarin dis
yiizeyleri poliamid tabakasi ile kaplanmistir ki boylelikle fazladan bir dayaniklilik ve
esneklik kazanmistir. Kolonun i¢ yapisinda kullanilan maddeye gore farkli polariteye
sahip sabit fazlar elde edilir. Bu fazlar ve polariteleri gizelge 2.7°de sunulmustur
47).

Cizelge 2.7. Gaz kromatografisinde en ¢ok kullanilan sabit fazlar (47)

Bagh Faz Polarite
Metilpolisiloksan Apolar
% 95 Metilpolisiloksan - % 5 fenilpolisiloksan Apolar
% 6 Siyanopropilfenilpolisiloksan - % 94
N Orta polar
metilpolisiloksan
% 50 trifluoropropilpolisiloksan % 50 metilpolisiloksan Polar

Polietilen glikol Polar
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Dedektorler

Gaz kromatografisinde kullanilan dedektorler, tasiyict gazdan farkli bir
maddenin varligini algilar ve algiladiklar1 bu bilgiyi elektrik sinyaline doniistiirtirler.
Dedektorler secimli ve evrensel olmak iizere siniflandirilabilir. Evrensel dedektorler
hemen hemen tiim maddeleri taniyabilirken, se¢imli olanlar sadece belirli maddelere
0zgii ¢alisma prensibiyle islerler (47). Bunlarin arasinda SM’ye 6zgii olan se¢imli
dedektor FPD iken; evrensel dedektdrler AED ve c¢alismamizda kullandigimiz
MSD’dir (48).

Gaz kromatografisinde yaygin kullanilan dedektorler asagida verilmistir:
1. Alev iyonlagmali dedektor (FID)
2. Alev fotometrik dedektor (FPD)
3. Isisal iletkenlik dedektorii (TCD)
4. FElektron yakalamali dedektor (ECD)
5. Azot fosfor dedektorii (NPD)
6. Fotoiyonizasyon dedektorii (PID)
7. Atomik emisyon dedektorii (AED)

8. Kiitle se¢ici dedektdr (MSD)

Kiitle Segici Dedektor (MSD)

Kiitle segici dedektor, manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yiiklii partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt
ederek analizleme esasina gore caligmaktadir. Buraya gelen gaz fazindaki 6rnek,
genellikle 70 eV’luk bir enerji ile elektron bombardimanina tabi tutulur. Bir organik
molekiil ile bu ytiksek enerjili elektronlardan birinin ¢arpigmasi sonucu molekiilden
bir elektron kopar ve bir iyon meydana gelir. Bu iyonlar stabil degildir ve diger
molekiillerle veya bir yiizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine (parcalanma

tirlinleri) parcalanir ve yiiklerini kaybederler (49, 50).
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M+e > M +2e (M: Molekiil; M™: Molekiiler iyon)
M* - Fragment 1+ Fragment 2 + .......

Olusan her bir iyona 6zgii, bir molekiiler kiitle ve yiik mevcuttur. Kiitle/yiik
(m/z) degerlerinin, yogunluga (intensite) kars1 gdsterildigi bir spektrum ile bilesik
gosterilir (Sekil 2.7). Her bir iyonun yogunlugu detektdre ulasan miktart ile
orantilidir ve her bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bir 6rnegin analizi sonucu
elde edilen spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir. Kiitle
spektrumundaki her yatay ¢izgi spesifik bir m/z degerine sahip iyonu gosterirken;
bunlarin uzunluklar1 da bagil yogunluklarini simgeler. En siddetli iyon 100 birim
alinir ve temel pik olarak gosterilir. Geri kalan piklerin yiikseklikleri bu temel pike
oranlanarak temel pikin yilizdesi cinsinden uygun yiikseklikte verilir. Kiitle
spetrometresinde elde edilen pek cok iyon tek yiike sahip oldugu i¢in m/z ayni
zamanda kiitle degeridir. Kiitle secici dedektoriin ayirma giicii bir atom kiitle birimi
(amu, atomic mass unit) oldugu icin molekiil kiitlelerinin dogru belirlenmesine
imkan verir. Spektrumda en yiliksek kiitleli iyon, molekiiler iyon olarak
degerlendirilir. Daha diistik kiitleli iyonlar ise molekiiler iyonun fragmentleridir (49,
50).

Mustard Gas

Mass Spectrum

Relative Intensity

158
2 “ it
20 - - .
I i R = o
| |4:‘= II | : B B S e |ES‘151
ol 1 1 f A 114 1
60

30 40 50 70 80 Y 100 110 120 130 140 150 160

Sekil 2.7. Mustard gazinin elektron iyonizasyon kiitle spektrumu (NIST Chemistry
WebBook, SRD 69)(https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C505602&Mask=200)
(CI-CH,-CH,-S-CH,=109 m/z ; CI-CH,-CH,=63 m/z ; CH,-CH,-S-CH,-CH,-CI=123 m/z)


https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C505602&Mask=200
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2.6. SULFUR MUSTARD BiYOBELIRTECLERI

Siilfir mustard maruziyetinde idrar metabolitleri ve DNA katim {irtinlerini
iceren bir takim biyolojik belirtecler tanimlanmistir. Kan ve idrar gibi biyomedikal
orneklerde bu biyolojik belirteclerin analizinin yapilmasit SM’in ortamda kullanilip
kullanilmadigina iligskin kanitlar1 saglamak ve tedavi oncesinde tanisin1 koymak i¢in
gereklidir. Ozellikle bu ajanin tanis1 i¢in Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
(GC-MS) ve Likid Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi(LC-MS) kullanilmaktadir.
Sillfir mustard maruziyetini gosteren bir biyobelirte¢ olarak glutatyon tiirevi
metabolitler (SBSNAE, SBMTE, MSMTESE ve SBMSE) ve oksidasyon/hidroliz
tirlinleri olan tiyodiglikol, tiyodiglikol siilfoksit (TDG, TDGO) GC-MS yardimiyla
analiz edilebilmektedir.

TDG, silfiir sustard’in basit hidroliz {iriinii ve TDGO, TDG’nin oksidasyon
iriinii olup, insanda, bu metabolitler diyetten ve c¢evresel kaynaklardan eser
miktarlarda bulunmaktadir. Bu nedenle, TDG ve TDGO’nun maruz kalmayan
bireylerde de bir miktar tespit edilebilmesi, SM’nin biyobelirteci olma &zelligini
sinirlamaktadir.  Tiyodiglikol stilfoksit bir kez daha oksidasyon sonucunda
tiyodiglikol siilfon (TDGO,) molekiiliine bozunur (51). Beta liyaz metabolitleri ise,
SM ile maruziyeti kanitlayan diger {riinlerdir ve SM’1n glutatyon ile reaksiyonundan
olusur. Glutatyonla reaksiyonu sonucu olusan beta liyaz metabolitleri, SM ile
maruziyeti tiyodiglikol ve tiyodiglikol siilfoksid’den ¢ok daha iyi dogrular, ¢iinkii
cevreden veya diyetten hi¢ etkilenmezler, dolayisiyla fizyolojik sartlarda insanda
bulunamaz (51). Bu bozunma f{iriinlerinin yani sira, biyolojik Orneklerde SM,
glutatyon konjugasyonu ile metabolize edilebilir ve mono ve bis N-asetilsistein
konjugatlarin1 olusturmak i¢in daha fazla oksidasyon veya hidroliz reaksiyonlarina
girebilir (51). SM’in major idrar metabolitleri tiyodiglikol (2,2-thiodiethanol, Bis-2-
hydroxyethyl sulphide), TDGO ve Beta liyaz enzimleri ile katalizlenen triinlerdir
(Sekil 2.8) (1).
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Sekil 2.8. Siilfiir Mustard’in Biyolojik Belirtegleri

Hayvan deneylerinde (rat ve farelerle yapilan) sekil 2.8’de de gosterildigi
lizere baslica 4 metabolik yolak tanimlanmustir. ilk yolak SM’nin dogrudan
oksidasyonu ile bis-B-chloroethyl sulfoxide (SMO) olusumunu, dogrudan
hidrolizasyonuyla TDG ve TDG’nin oksidasyonuyla TDGO f{iriiniiniin olusumunu
igerir. Ikinci yolak glutatyonla reaksiyonu ve sonrasinda sulfon formuna oksidasyonu
ile B-lyase metabolitlerinin olusumunu icermektedir. Beta Liyaz metabolitleri
sunlardir (52):

1,1’-sulfonylbis[2-(methylsulfinyl)ethane] (SBMSE)

1-methylsulfinyl-2-[2-(methylthio)ethylsulfonyl)ethane] (MSMTESE)

1,1’-sulfonylbis[2-S-(N-acetylcysteinyl)ethane] (SBSNAE)
1,1’-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane] (SBMTE)

Ucgiincii yolak DNA’nin iizerindeki énemli niikleofilik bdlgelerde meydana
gelen reaksiyon sonucu SM-DNA katim iriinlerinin olusumudur. SM’in DNA
alkilasyonu yaparken etkiledigi baslica bolgeler guanin aminoasidinin N’ ve O°
pozisyonlari, adenin aminoasidinin N* pozisyonu ve guanin aminoasidinin N’

pozisyonunun zincir igerisindeki c¢apraz bagidir. Bu katim dirilinleri N’-[2-[(2-
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hydroxyethyl)thioJethyl]-guanine (N’-HETEG), O°-[2-[(2-hydroxyethyl)thio]ethyl]-
guanine (O°-HETEG), N3-[2-[(2-hydroxyethyl) thio] ethyl]-adenine (N*-HETEA) ve
bis[2-(guanin-7-yl)ethyl] sulfide (Bis-G)’dir. Dordiincii ve son yolak ise
proteinlerdeki c¢esitli aminoasit kalintilarinin reaksiyonudur ki bunlardan en ¢ok
dikkat ¢eken hemoglobin katim iriiniit HETE-valin (HETE-Val) ve albiimin katim
iriinii HETE-sistein’dir.

SBMSE ve MSMTESE, idrar 6rneginde titan triklorid (TiCls) ile muamele
edilerek SBMTE’ye indirgenir (Sekil 2.9) ve kat1 faz ekstraksiyonunu miiteakip GC-
MS ile analiz edilir (4). Beta liyaz metabolitlerinin % 99’u maruziyetten sonra ilk
hafta icerisinde ekskrete edilmekle birlikte, tavsan idrarinda bir aya kadar tespit
edilebildigi goriilmiistiir. Annette ve ark.nin yaptigi bir calismada kazayla SM
maruziyeti sonrasi insan idrarinda 5’inci giine kadar beta liyaz metabolitlerini

saptadiklarini bildirmiglerdir (40).
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Sekil 2.9. SBMSE VE MSMTESE’nin TiCl; ile SBMTE ye reaksiyonu.

TDG ve TDGO; ndétiir, iyonlagmayan ve polar molekiillerdir, bu nedenle sivi
ortamlardan izolasyonu c¢ok giictlir. TDGO’nun, TDG’den daha polar olmasi
nedeniyle izolasyonu daha da zordur. Bu nedenle analizi yapilirken TDGO, TiCl3
kullanilarak TDG’e doniistiiriiliir. Boylelikle TDG orani arttirilarak 6lgimii daha net
ve kolay hale getirilebilir (Sekil 2.10) (53).
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Sekil 2.10. TDGO’nun, TiCl; ile TDG’ye reaksiyonu

Bu tirlinlerin GC-MS cihazi ile 6l¢iimiiniin yapilabilmesi igin dikkat edilmesi
gereken diger bir husus idrarin istemedigimiz proteinler ve hidrokarbonlar gibi
yabanci maddelerden temizlenmesi gerektigidir. Bu amagla C18 gibi karbon tabanli
kartuslar veya Florisil kartus gibi polimerik bir kartus kullanilarak kat1 faz
ekstraksiyonu ve bunu miiteakip sivi ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir (54).
Ayrica aradiimiz metabolitleri cihazin Sl¢limiinii yapabilecegi molekiiller haline
dontistiirebilmek i¢in TDG ve TDGO’nun, GC’ye verilmeden 6nce tiirevliendirilmesi
gereklidir. Tiirevleme amaciyla gevresel ornekler i¢in “Trimethylsilyl” veya “tert-
butyldimethylsilyl” tiirevleyici olarak kullanilabilirken, biyolojik &rneklerde
genellikle “Heptafluorobutyric anhydride (HFBA)”, “Heptafluorobutyryl imidazole
(HFBI)”, “N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA)” veya “N-
methyltrifluoroacetamide =~ (MTBSTFA)”  kullanilmaktadir ~ (54).  Ayrica
“Pentafluorobenzoyl chloride” tiirevleyici olarak kullanilarak TDG ve TDGO, bis-
pentafluorobenzoyl tiirevlerine doniistiiriilebilir (55).

TDG ve TDGO, tiirevleme sonrasi kullanilan reaktife gore farkl tiirevlere

dontigiirler (Sekil 2.11 ve 2.12) (54, 56).
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Thiodiglycol sulphoxide

Sekil 2.11. TDG ve TDGO’nun, HFBA ve HFBI ile reaksiyonu sonucu olusan
heptafluorobutiril ester tiirevi iriinleri (54). (1) TDG HFBI, (2) TDGO HFBA (3) TDGO

HFBI
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Sekil 2.12. TDG’nin, N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA)

reaksiyonu sonucu olusan tiirevi (56).

ile
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Yapilan ¢aligmalarda deteksiyon limitleri; TDG i¢in GC-MS’te 1 ng/ml, GC-
MS-MS’te 0.1 ng/ml ve Beta Liyaz metabolitleri i¢in 0.038 ng/ml (0.5 ml idrarda
izotop-diliisyon GC CI-MS/MS) miktarlarindadir (54).

Idrar numunesi icerisinde TDG ve TDGO iiriinlerini ayr1 ayr1 &lgiip
belirleyebilecek mevcut yontemler giinimiizde halen pek memnuniyet verici
gorinmemektedir. TDGO, TDG’den daha polar olmasi nedeniyle sivi matriksten
izolasyonu daha zor olmaktadir. Ayrica kat1 faz ekstraksiyon ve tiirevleme sirasinda
da TDG’nin bir kisminin TDGO’ya okside olmasi saglikli bir miktar tayini
yapilmasina engel olur. Bu nedenle numuneden, bu maddelerin izolasyonu i¢in daha
polar solventler kullanilmas1 gerekmekte ve sivi-sivi ve/veya kati-sivi ekstraksiyon
olarak bilinen ¢esitli ayirma yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica idrarda Beta liyaz
metabolitlerinin dl¢iimii SM maruziyeti agisindan daha patognomoniktir. Tim bu
kosullar g6z Oniine alindiginda SM maruziyeti sonrasi tanisal amagli yapilan
calismalarin biiyiik cogunlugu kromatografik yontemlere dogru kaymis ve ¢ok gesitli

yontemler gelistirilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Calismamizin etik kurul onayr Giilhane Askeri Tip Akademisi Etik
Kurulundan, 03 Mayis 2016 tarihinde alinmigtir.

3.1. KORUYUCU TEDBIRLER

Yapmis oldugumuz calismada, 6rnekleri hazirlama, 6n islemler Oncesi ve
sonrasi kontrol, degerlendirme islemleri biyogiivenlik diizeyi 2 olan analiz ve
arastirma laboratuvarinda, aktif karbon filtre ile donatilmis polipropilen ¢ekerocak
(Resim 3.1) igerisinde gergeklestirildi. Giivenlik 6nlemi olarak yarim yiiz maske,
maske filtresi, koruyucu gozlik, nitril eldiven ve kimyasal koruyucu C diizeyi tulum
kullanild1 (Resim 3.1). Laboratuvarda hazirlanan tiim materyaller tamamiyle toksik
kimyasal maddelerle ¢alisma kural ve talimatlarina uygun bir sekilde caligilmistir.
Kullanilan tiim malzemeler ¢aligma sonrasinda %5°lik sodyum hipoklorit (NaOCI)

soliisyonu ile dekontamine edildi ve atiklar uzaklastirildi (57).

Resim 3.1. Koruyucu tedbirler
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3.2. KULLANILAN CIHAZLAR VE EKiPMAN

1) Shimadzu GCMS-TQ8040 NCI Gaz Kromatografi Kiitle-Kiitle
Spektrometresi (230 V) (Tokyo, Japonya)

Elektron iyonizasyon (EI) probu, Shimadzu iyon kaynagi

Shimadzu AOC-20i Otoenjektor (221-72315-38) ve AOC-20s Oto
ornekleyici (221-72300-31)

Vakum pompasi: Edwards E1M30 oil sealed rotary vane pump
(Japonya)

Azot jeneratorii: Parker Balston GC/MS NitroFlow Lab (Japonya)
Helyum ve Argon tiipii: ANKARA GAZ - Ozel Gazlar, Endiistriyel
Gazlar ve Gaz Ekipmanlari (Ankara, Tiirkiye)

Bilgisayar, HP Prodesk 400 G4 MT Business PC, Intel Core i5-
2400,3.1 GHz CPU, HP 21,5-inch wide color LCD Monitor,
Windows 7 Professional 32-bit version operating system ve HP
Yazici,

Shimadzu GCMS Solution workstation Version 4.41 software
Analitik Kolon: Restek, Rxi-5ms 30m x 0,25mm x 0,25 um (A.B.D.)
Rxi guard kolon (5 m x 0,25mm ID) (CAT.Nu.:10029; Serial
Nu.:1490644)

2) Sogutmali Santrifiij cihazi, Universal 32 R (Almanya)
3) Hassas terazi, Precisa, Model XB 220A (Isvigre)

4) Otomatik Eppendorf pipetler (Degisken hacimli, tek kanalli, manuel) ve

pipet uclar (Hamburg, Almanya)

5) Vorteks cihazi, Rx3 Velp Scientifica (italya)

6) Calkalayici, IKA KS 130 basic shaker (Staufen, Almanya)

7) Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

8) -86 °C derin dondurucu, Ultra-low temperature freezer, model DW-HL768

(Cin)

9) Milli-Q Distile su cihazi, Niive (Almanya)
10) Mikrotiipler 0.5 ve 1.5 cc, ISOLAB Laborgerite (Almanya)
11) Santrifiij tiipleri, Vida kapakli, 50 mL, ISOLAB Laborgerite (Almanya)
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Analitlerin ayrim1 i¢in Restek, Rxi-5ms 30m x 0,25mm x 0,25 um kapiller
kolon kullanilmistir. Cihazin iyon kaynagini ve kolonu kirlilikten korumak amaciyla
Rxi guard kolon (5 m x 0,25mm ID) (CAT.Nu.:10029; Serial Nu.:1490644)
kullanildi. Mobil faz olarak Helyum gazi kullanilmistir. Akis hizi 1 ml/dk olarak
optimize edilmistir. S6z konusu kimyasallarin optimum yiizdeleri, ¢alisma esnasinda
denenerek belirlenmistir. Iyonizasyon igin EI (Elektron iyonizasyon) teknigi
kullanilmistir.  Analizler, Shimadzu marka GC-MS/MS TQ 8040 marka cihaz
kullanilarak gerceklestirilmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Caligmanin yapildigit GC/MS-MS Sistemi (Shimadzu)

(1) Oto 6rnekleyici (5) Vakum pompasi
(2) Enjektor ve enjektor blogu (6) Veri Sistemi
(3) Dedektor

(4) Kolonun yer aldig1 kolon firin
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3.3. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE REAKTIFLER

YV V. V V V V V

Y VY

Titanium(III) chloride soliisyon min. %12, Sigma Aldrich /Almanya
Potasyum asetat soliisyon 5 M, su icerisinde, Sigma Aldrich /Almanya
1,1'-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane]-SBMTE >98% saflikta, Spiez
Laboratory /Isvigre
1,1'-sulfonylbis[2-(methylsulfinyl)ethane]-SBMSE  >98% saflikta,
Spiez Laboratory /Isvigre

MSMTESE >98% saflikta, 1-methylsulfinyl-2-(2-
(methylthio)ethylsulfonyl) ethane, Spiez Laboratory /Isvigre

Heptan, >%99 saflikta, Sigma Aldrich /Almanya

2-Propanol % 99.5 saflikta, Sigma Aldrich /Almanya

Aseton GC i¢in >%99.9 saflikta, Sigma Aldrich /Almanya

Asetonitril GC igin >%99.9 saflikta, Sigma Aldrich /Almanya
Kloroform GC igin >%99.9 saflikta, Sigma Aldrich /Almanya
Sodyum Hidroksit soliisyon 5 M, Sigma Aldrich /Almanya

Metanol LiChrosolv® Reag. Ph Eur gradient grade for liquid
chromatography, Sigma Aldrich /Almanya

Hidroklorik asit soliisyon %37, 12 M, Sigma Aldrich /Almanya

C8 SPE kartus 500 mg, 3 mL, Macherey Nagel/Almanya

ENV SPE kartus 60 mg, 3 mL; 200 mg, 3 mL, Macherey
Nagel/Almanya



3.3.1 SBMTE, SBMSE, MSMTESE analitlerinin NMR spektrumlari

Kimyasallar Analitler:

Cizelge 3.1. Olgiimii yapilan kimyasal analitler (1.SBMTE, 2.SBMSE,
3.MSMTESE)

Item | Spiking chemical CAS Number F;\Iul\;'g
ETHANE, 1,1-SULFONYLBIS (2- >98 %

1 (METHYLTHIO) 137371-98-3 ('H, "c)
1,1- SULFONYLBIS (2- >98 %

2 (METHYLSULFINYL)ETHANE) 137371-96-1 ('H, "c)
1-METHYLSULFINYL-2-(2- .08 o

3 | (METHYLTHIO)ETHYLSULFONYL) 137371-97-2 | 1., 13~
ETHANE (‘H, 7C)
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3.4. DENEKLERDEN ORNEKLERIN TOPLANMASI
Calismada kullanilan &rnekleri, 5 saglikli goniilliiden SBU Tibbi KBRN AD.

Analiz ve Arastirma Laboratuvarinda toplandi. Katilimecilar, goniilliiliik esasina gore
calismaya dahil edildiler. Sabah 08:30 ile 10:00 saatleri arasinda, goniilliilerden
alinan idrarlar laboratuvarda tek bir kapta birlestirildi ve sonra 1 mL hacimlere
porsiyonlanarak reaksiyon tiiplerine konuldu. Goniillillerden aliman onam

kapsaminda; idrar 6rnekleri bu galisma i¢in kullanilana kadar -86°C’de bekletildi.

3.5. ANALIiZ METOTLARI

3.5.1. Ornek ve Standartlarin Hazirlanmasi

Kalibrasyon dogrusu i¢in kullanilacak standartlarin hazirlanmasi:

5 mg SBMTE, 5 mL metanol icerisinde ¢oziinerek 1 mg/ml
konsantrasyonunda stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu stok soliisyonundan seri
diliisyonla elde edilen SBMTE oOrnekleri uygun konsantrasyonda almarak 1:1
oraninda idrar ile seyreltildi. 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 25 ng/mL’lik konsantrasyonlarda
caligma soliisyonlar1 elde edildi. Hazirlanan kontrol 6rnekleri ve idrar 6rneklerine ait
bilgiler ¢izelge 3.2°de sunulmustur.

Tim kontrol ve idrar oOrnekleri GCMSMS analizi Oncesinde ayni On
islemlerden gecirildi. Metodun optimizasyonu degerlendirilirken metanol igerisine
eklenen analitler ile idrar 6rnekleri karsilastirildi. Tespit limiti (Limit of Detection,
LOD) ve tayin limitinin (Limit of Quantitation, LOQ) degerlendirilmesinde ise, idrar
igerisinde hazirlanan analitlerinin kromatogramlarinda sinyal/giiriiltii oranlar

karsilastirildi.
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Cizelge 3.2. Kullanilan 6rneklere ait konsantrasyonlar

SBMTE Konsantrasyonu
(ng/mL)

Kontrol Ornekleri Idrar Ornekleri

2,5

5

7,5
500 pL metanol igerisinde 500 pL idrar igerisinde

10

12,5

25

3.5.2. GC Kosullar:

En iyi ayrim ve en yiiksek intensiteye sahip pikler icin yapilan g¢esitli
denemeler sonucunda GC igin optimum kosullar belirlendi. Restek Rxi-5MS, 30 x
0.25 mm, 025 um (Cat.No: #13423) olan disik polaritede ancak
metilpolisiloksandan daha polar 6zellikte kapiller kolon kullanildi. Cihazin iyon
kaynagini ve kolonu kirlilikten korumak amaciyla Rxi guard kolon 5 m x 0,25mm ID
(CAT.Nu.:10029; Serial Nu.:1490644) kullanildi. Young ve ark. (58) ile Steinritz ve
ark.’nin (59) yaptiklar1 ¢aligmalar esas alinarak enjeksiyon modu splitless ve kolon
akis hizt 1.20 ml/dk olarak belirlendi. Enjeksiyon blogundan kolona analitin
aktarimimni hizlandirmak amaciyla ornekleme zamani 1 dakikadan 0.5 dakikaya
diisliriildii. Fakat daha hizli aktarim saglanirken analit miktarindan kayip vermemek
i¢in ornekten alinan hacim 2 ul olarak belirlendi. Kolonun firin sicakligi; metanolun
kaynama derecesinin 20 °C altinda olacak sekilde 40 °C’ ye sabitlendi. Yapilan

cesitli denemeler sonucu kolon firininin son sicakligi 280 C ve sicaklik artis1 30
°Cldk olarak belirlendi.
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3.5.3. MS/MS Kosullan

MS/MS taramasi; Coklu Reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring:
MRM) modunda yapildi. Iyon kaynagi olarak 70 eV enerjilik elektron iyonizasyonu
(EI) ve ¢arpisma gazi olarak argon gazi kullanildi. SBMTE iyonunun tespit ve teshisi
i¢cin kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ana iyon ile iirlin iyonu iceren MRM gecisi
olarak 140 - 75 m/z iyon ¢ifti kullanildi. Toplam analiz siiresi 13 dakika olmakla
beraber ¢ziiciiniin atilma siiresi 3,5 dakika olarak ayarlandi. Iyon kaynag: sicaklig
230 °C ve arayiiz sicakligi 280 °C olarak belirlendi. SBMTE analitinin alikonma
zaman1 (RT) 9,50 dakikada izlendi. MS/MS taramasi; SBMTE analiti i¢in pozitif
iyonlagmada yapildi. SBMTE i¢in tandem kiitle spektrometresinde ge¢is iyonlarini
secmek amaciyla full scan modunda 1 ppm SBMTE stok soliisyonundan c¢alisildi.
SCAN data iizerinden ana (precursor) iyon 140 olarak belirlendi. Uriin (product)
iyonu 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42 ve 45 V carpigma enerjileri
(CE) kullanilarak Shimadzu cihaz yazilimi tarafindan optimize edilerek belirlendi.
Sonug olarak 14075 MRM gegisi icin SBMTE’nin en yiiksek pik yogunlugu, cihaz
voltaji 6 V oldugunda elde edildi. Carpisma enerjisi cihazdan cihaza degisen bir
parametre olmakla birlikte cihazin kendi yazilimi araciligiyla otomatik hesaplanan
voltaj degeri 6 V oldugunda izlenen 140 = 75 m/z iyon ¢iftinin oran1t %100 idi.
SBMTE analiti i¢in segtigimiz iyon ¢ifti literatiirlerde yer alan iyonlar ile uyumludur.
(Sekil 3.1 ve 3.2). Son olarak tarama siiresi, alinan pik i¢in nokta sayisini arttirmak

ve sonugta daha keskin bir pik elde edebilmek amaciyla 0.05 saniye olarak belirlendi.
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Compound Name

Ret. Index

Type miz CE

Ratio
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Ratio | Type miz

SEMTE

T | 140,00-7510| &

100,00

Ref.1

140,00=59,00

n

121 Ref.2
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Sekil 3.1. SBMTE analitinin

optimizasyon

MRM metoduyla aranan iyon ¢ifti i¢in yapilan

1,200

SBMTE

0800

0.600

=140, 00-75.10

0400

i 1.40, 00% 52,00

CE

Max Int.

Product miz | 140,00=T5,10 140,00=53,00

Sekil 3.2. SBMTE analitinin MRM metoduyla aranan iyon giftinin en uygun voltaj

ve en yiiksek yogunluklarinin grafigi
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3.5.4.Idrarda -lyase metabolitlerinin GCMSMS ile tayini:

500 pl idrar, 250 ul titan triklorid (TiCls) ile muamele edildikten sonra mono-
sulfoksid ve di-sulfoksid (SBMSE, MSMTESE) formlar1 disulfid (SBMTE) formuna
doniistir. Boylelikle analizi yapilacak ornekte 3 farkli iiriin aramak yerine, SM
maruziyeti gésteren tek bir iirtin olan SBMTE’ye yonelebiliriz. Bu kapsamda aranan
{iriiniin (SBMTE) miktar1 arttirilarak daha net bir sonuca varilabilir. idrarda SBMTE
miktarint tespit etmek i¢in yapilan On islem kapsaminda, c¢izelge 3.2’de
konsantrasyonlar1 verilen ve -86 °C’de saklanan 500 pl hacmindeki idrar rnekleri 2
ml’lik santrifiij tiiplerinin igerisine kor ve standartlar olmak iizere pipetlendi. Idrarin
iizerine 250 pul % 12 TiCls soliisyonu eklenip vortekslendi. Karisim 75 °C’de, 60
dakika etiivde bekletildi. Etiivden alinan 6rneklerin oda sicakligina gelmesi beklendi.
Daha sonra 6rnekler; en iyi geri kazanimin elde edilebilecegi uygun bir pH degerine
ayarlanmaya c¢alisildi. Bu asamada 5 M ve 6 M olmak fizere iki farkh
konsantrasyonda NaOH soliisyonu hazirlandi. TiCl; ile muamele edilmis olan idrar
ornegine 5 M NaOH c¢ozeltisinden 500 pul ve 12 M HCI’den 250 pl ekledigimizde
ornegin pH’sinin 1.00° 1n altinda oldugu goriildi; 500 ul, 5 M NaOH ve 12 M
HCI’den 200 ul ekledigimizde ise pH 1.18 olarak &lgiildii. Ornege, 6 M NaOH
¢ozeltisinden 500 pl ve 12 M HCIl’den 250 pl ekledigimizde pH degeri 4.60 oldu.
Yine 6 M NaOH ¢ozeltisinden 500 pl ve 12 M HCI’den 200 pl ekledigimizde ise,
literatlire uygun pH degeri olan 9.35° e ulasildi. Boylece sonraki ¢aligmalari, TiCls
ilavesi ile diisen pH degerini, 6rnege 500 ul 6 M NaOH ile beraber 12 M HCI’den
200 pl ilave ederek dengeledik. HCl ilave edildigi zaman ¢ozelti kirli beyaz bir renk
aldi. Daha sonra ¢ozelti oda sicakliginda, 9000 rpm ve 10 dk siireyle santrifiij
islemine tabi tutuldugu zaman iki ayr1 faz halinde c¢okelti ve seffaf siipernatantin
olustugunu izledik. Santrifiij sonras: Gistte kalan siipernatan dnceden 1 mL metanol
ve 1 mL distile su ile sartlandirilmis C8 SPE 3 mL/500 mg kartus igerisine transfer
edildi. I¢inden 6rnek gecirilen SPE kartus 1000 pl % 5° lik distile su/metanol
karisimi ile yikandi. Negatif basing altinda 5 dk kurutulduktan sonra C8 kartusa 1 ml
metanol ilave edildi ve 6rnek GC-MS/MS’ ¢ analiz i¢in verildi.

Kat1 faz ekstraksiyonda denenen her kartusun kendine o0zgii farkli bir

sartlanma yontemi mevcuttu. Bu kartuslar arasinda en iyi sonucu C8 kartus verdi. C8
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kartusun sartlama yonteminde 1 mL metanol ve ardindan 1 mL distile suyun yavas
yavas damlatilmasini miiteakip idrar ornegi kartustan gegirildi. Sonrasinda % 5’ lik
distile su/metanol soliisyonu ile kartus yikandi. Islem sonunda kartuslar negatif
basing altinda 5 dk spontan kurumaya birakildi ve son olarak kartustan 1 mL metanol
gegirilerek numune GC’ye verilmeden 6nce cam viale alindi. SPE sonrasi ¢oziicii
olarak asetonitril, metanol, kloroform ve izopropanol ayri ayri denendi. Taban
¢izgisinin (base line) en diisiik oldugu ve SBMTE’ye ait en yiiksek siddette pikin,
keskin goriintii verdigi solvent oldugu i¢in metanol segildi.

GC-MS/MS cihazinda Rxi-5MS kapiller kolon (30m x 250um x 0,25 um) ve
kolonda kirlilik olusmasini engellemek maksadiyla Rxi guard column (5m X
0.25mmID) kullanildi. Enjeksiyon sicakligi 280 OC ve transfer hatti sicaklig1 280 oc
ye ayarlandi. GC firm sicakligi programi 40 °C°de 1 dk bekleme ile baslanip, 1sinin
30 °C/dk arttirilarak 280 °C’ye cikarilmasi ve bu sicaklikta 4 dk beklenmesi seklinde
ayarlandi. Tasiyict gaz olarak helyum gazi (% 99,999 saflikta; 1 ml/dk hizla)
kullanildi. SBMTE i¢cin MS/MS analizi MRM (multiple reaction monitoring)
modunda 140 m/z = 75 m/z iyon gegisleri kullanilarak gerceklestirildi ve ilgili pik
9,50 dk alikonma zamaninda tespit edildi.
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BULGULAR

4.1. SBMTE KROMATOGRAMI, KUTLE SPEKTRUMU VE
KUTUPHANE SPEKTRUMU
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Sekil 4.1. a) 100 ng/mL konsantrasyonunda SBMTE kromatogrami.
b) 100 ng/mL konsantrasyonunda SBMTE’ye ait kiitle spektrumu.

Belirlenen metot kosullarinda 100 ng/mL SBMTE standart1 hazirlanarak Q3
SCAN modu ile analiz edildi. Yukarida 100 ng/mL standart maddenin kromatogrami
verilmigtir (Sekil 4.1.a). Pikin tepe noktasi segilerek, o noktaya ait kiitle spektrumu
sekil 4.1.b’de goriilmektedir. Secilen kiitle spektrumu NIST kiitiiphanesinde
taratilmistir. Bulunan kiitiiphane sonucuna gore % 95 oraninda SBMTE’ye benzerlik

saglanmistir. Asagida verilen 2. spektrum kiitiiphanede SBMTE’ye karsilik gelen
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spektrumdur (Sekil 4.2). Ayrica analiz edilen 20 adet kor Ornegin higbirisinde
SBMTE maddesine rastlamadik (Sekil 4.3). Bu durum, literatiirde yer alan diger
caligmalarda da raporlandigi iizere SBMTE’nin, SM i¢in secgici bir biyobelirteci

oldugunu gosterebilir.

Hit 1 : 2,2"-Bis(methylsulfanyl)diethylsulfon (OA4713 NS)
CBH1402S83; DP: 999; DIST: 999; Lib: 0a3083-5981comb; I1D: 1631.

100- 73
O .0
st ~
i e N T g
50- | 1710
41 1 i i
| |
. 59 '
]
| i \H | \[ !
L «J‘H lw 94 107 122 . L..187 214

30 40 50 60 7() 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
(0a3083-5981comb) 2,2'-Bis(methylsulfanyl)diethylsulfon (OA4713 NS)

Name: 2,2'-Bis(methylsulfanyl)diethylsulfon (OA4713 NS)
Formula: CgH1402S3
MW: 214 Exact Mass: 214.015593 |ID#: 1631 DB: 0a3083-5981comb
Comment: RI=1838.6, 18.3486 min 511_0C38 |RI:1838.6|
10 largest peaks:
75999 | 74546| 140461| 47349| 41302]
45151| 59138| 49115| 76 89| 46 87|

Sekil 4.2. SBMTEye ait referans kiitiiphane spektrumu

Chromatogram (Zoom)
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Sekil 4.3. SBMTE maddesine ait yapilan ¢aligmalarda kor 6rnek kromatogrami
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4.2.YONTEM DEGERLENDIRME VE VALIDASYONU

SBMTE i¢in 6 noktali (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 25 ng/mL) kalibrasyon
dogrusu olusturuldu (r*=0,996) (Sekil 4.4). Yontem sinyal/giiriiltii oran1 3/1° e gore
LOD’si 1 ng/mL; sinyal/giiriiltii oran1 10/1 e gore LOQ’sii 2,5 ng/ml olarak
belirlendi (60). SBMTE i¢in gelistirilen GCMSMS yo6nteminin validasyonu FDA
(Amerika Gida ve Ilag Ajansi) biyoanalitik validasyon ve kromatografik yontemlerin

validasyonu kilavuzlarina gore yapildi (61, 62).

4.2.1. Tekrarlanabilirlik
SBMTE’ye ait 6 farkli konsantrasyonda (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 25 ng/mL)

hazirlanan standart soliisyonlar giin i¢inde 3 kez duplike olarak ve 3 giin siireyle
caligildi. SD ve aritmetik ortalama degerlerinden hesaplanan %CV degerleri ¢izelge
4.1 ve gizelge 4.2°de sunuldu. Buna gore tiim konsantrasyonlarda elde edilen en
yiiksek giin i¢i CV degeri % 6,46 ve giinler aras1i CV degerinin % 4,01 oldugu
gozlendi. FDA biyoanalitik yontem validasyon klavuzunda CV degerinin % 15'den
fazla olmamasi gerektigi, ancak LOQ diizeyinde % 20"ye kadar olan CV degerlerinin
kabul edildigi bildirilmistir (61, 62). CV degerinin % 15’in altinda olmasi kabul
edilebilir diizey olarak degerlendirildiginden, elde ettigimiz sonucun gegerli oldugu

sonucuna ulagildi.

% CV = (Standart sapma / ortalama) x 100

Cizelge 4.1. Giin i¢i CV degerleri

1. Giin 2. Giin 3. Giin
Konsantrasyon Ortalama Ortalama | CV | Ortalama
(ng/m L)y mg/mL) | SV O ngim) | @) | (ngimLy |V 0)
2,5 2,66 4,03 2,74 3,79 2,82 3,94
5 5,13 4,01 5,22 4,64 5,45 2,29
7,5 7,52 2,02 7,65 1,95 7,74 1,15
10 10,12 3,01 10,14 3,12 10,21 3,34
12,5 12,63 2,79 12,60 2,76 12,71 3,91
25 25,11 2,02 25,57 5,53 25,47 6,46
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Cizelge 4.2. Giinler aras1 CV degerleri

Konsantrasyon Ortalama Ccv
(ng/mL) (ng/mL) (%)
2,5 2,74 2,27

5 5,27 3,06

7,5 7,64 1,29

10 10,35 3,26

12,5 12,76 4,01

25 25,38 2,45

4.2.2.Dogruluk

Analitik dogruluk, olgiilen degerin asil degere olan yakinligini ifade eder ve

“bias” ile gosterilir. SBMTE 6lglimiine ait bias verileri ¢izelge 4.3’de sunuldu.

% Bias = 100x(Olgiilen deger-Asil deger)/Asil deger

Cizelge 4.3. SBMTE i¢in belirlenmis 6 farkli konsantrasyonda dogruluk ve bias

degerlendirmesi
Olgiilen Ort.Geri Bias
Asil Deger (ng/mL) Deger Kazanim (%)
(ng/mL) (%)
2,5 2,7 108,4 8,4
50 4,96 99,2 -0,8
7,5 7,3 96,8 -3,2
10 10,33 103,3 3,3
12,5 13,05 104,4 4.4
25,0 27,1 108,5 8,5
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4.2.3.Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 25 ng/mL konsantrasyonlarda g¢alisma ornekleri
hazirlandi ve her bir 6rnek 20 tekrarli olarak calisildi. LOD ve LOQ degerleri
sinyal/giiriiltii oraninin (S/N) oran1 yontemine gore yapildi. Buna gore, S/N oraninin
en az 3:1 oldugu konsantrasyon LOD olarak ve S/N oraninin en az 10:1 oldugu
konsantrasyon ise LOQ (Limit of Quantitation) olarak kabul edildi. LOD degeri 1
ng/mL, LOQ degeri 2,5 ng/mL olarak tespit edildi (60).

4.2.4.Dogrusallik

SBMTE analiti i¢in; kor dahil 7 farkli konsantrasyonda (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5
ve 25 ng/mL) hazirlanan ¢alisma ornekleri GCMSMS cihazinda analiz edilerek
kalibrasyon dogrusu ¢izildi. Elde edilen kalibrasyon dogrusundan regresyon

denklemi hesapland1 ve Sekil 4.4’de sunuldu.

25 -
20 A
y=0,8411x - 0,4935
R?=0,9964

15 -
10 +

5 .

O T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Sekil 4.4. SBMTE igin ¢izilen kalibrasyon dogrusu
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TARTISMA

Modern anlamda kimyasal silahlarin kullanimi, ilk kez I. Diinya Savasinda
22-24 Nisan 1915 tarihinde Ypres / Belgika’da klor gazi ile basladi. Kimyasal
silahlarin kullanim1 arttik¢a, gaz maskeleri, kisisel koruyucu elbise ve ekipmanlar
gelistirilmis ve tedavi / dekontaminasyona yonelik AR-GE calismalarina daha
biiyiikk 6nem verilmisti. Bugiin ¢ok daha gelismis modelleri bulunan tam yiiz / yarim
yiiz maskeler ilk kez I. Diinya Savasi sirasinda kullanilmisti. Bununla beraber, 1.
Diinya Savasi sirasinda savas alanindaki yaralanmalarin biiylik bir kismimndan SM
sorumlu idi. SM cildi, gozleri ve akcigerleri hedef alarak bu acimasiz savas
oyununda ¢ok sayida askeri etkisiz hale getirmisti. Maruziyet sonucu ortaya ¢ikan
yaralanmalarin dramatik goriintiisiiniin askerler tizerinde biiyiik bir psikolojik etkisi
vardi. Bu da SM’1 stratejik olarak da miithis bir tehdit haline getirmekle beraber bu
donemde SM gazi “savas gazlarinin krali” olarak tabir edilmistir (3, 29).

Ulkemiz KBRN ajanlarina baglh tehdidin en yiiksek oldugu Ortadogu
cografyasia komsuluk yapmakta, gerek bu konumu, gerekse ii¢ kita arasinda gegis
basamaginda bulunmasi agisindan bu tehdidin ortasinda yerini almaktadir. Irak,
Mart 2009'da iki adet siginakta bilinmeyen miktarda kimyasal silah stogu oldugunu
KSYO'ne beyan etti ve belirsiz giivenlik durumundan dolay1 imha faaliyeti ancak
2017'de basladi (63). 13 Mart 2018'de KSYO, Irak'in tiim kimyasal silahlarinin imha
edildigini aciklamis olsada Irak’daki mevcut kaotik durum g6z Oniine getirilirse
kimyasal silahlarla ilgili aciklamalara silipheyle yaklagsmanin uygun olacag:
degerlendirilmektedir. Nihayet Suriye’ye gelindiginde Suriye rejimi Temmuz
2012’de kimyasal silahlara sahip oldugunu agiklamisti. Zaten bu duyurudan birkag
yil 6nce, ABD istihbarati Suriye'nin yakici ajanlar, sarin ve VX gibi sinir ajanlar1 da
dahil olmak iizere kimyasal silah stogu oldugunu raporlarinda belirtmisti. Dahasi,
2002’de yazilmis olan ulusal giivenlik arsivlerinde (National Security Archives, 11
Eyliil 2002) yer aldig: lizere, Suriye bu ajanlar1 hava bombalari, balistik fiizeler ve
topcu roketleri ile kullanma kabiliyetine sahipti (64).

2012 yilinin Aralik ayindan itibaren Suriye’nin ¢esitli bolgelerinde kiiglik
capl kimyasal silah saldirilarina bagl 6liim ve yaralanmalarin oldugu bildirilmis,
Fransa ve ABD istihbarati kimyasal silah kullanildigin1 dogrulamis olsa da

Birlesmis Milletler (BM), Diinya Saglik Orgiiti ve KSYO koordineli olarak
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Suriye'deki kimyasal silahlarin  kullanimi hakkinda yiiriittiikleri SOrusturma
gergevesinde kullanilan kimyasal silahlarin tiirii ve kim tarafindan kullanildigi
belirlenemese de 2013 yilinin Mart - Nisan aylarinda Suriye’de dort kez kimyasal
silah saldiris1 yapildigina dair kanitlar oldugunu raporladilar (65). 21 Agustos 2013
tarihinde Sam’da gergeklestirilen saldir1 sonrast 14 Eyliil 2013’de ABD ve Rusya,
Suriye'nin kimyasal silahlarinin muhasebesi, denetimi, kontrolii ve ortadan
kaldirilmas: igin ayrintili bir plan iizerinde anlasmaya vardi ve planin KSYO
tarafindan onaylanmasini sagladi. Bu planda, Suriye'nin “bir hafta i¢inde” kimyasal
silah stoklarmin beyani, Suriye'deki tiim kimyasal silah sahalarma KSYO ve BM
erisiminin saglanmasi, KSYO miifettislerinin ilk incelemelerini Kasim 2013 tarihine
kadar tamamlamalari, Suriye’nin 2014 yilmin ilk yarisinda kimyasal silah
stoklarmin imhasi yer almakta idi. 16 Eylil 2013 tarihinde zamanin BM Genel
Sekreteri Ban Ki-moon’un Suriye'de kimyasal silah kullanimina iliskin sundugu BM
sorusturmasi kapsamindaki raporda, kimyasal silahlarin 21 Agustos 2013 tarihinde
“nispeten biiyiik 6lgekte” kullanildig1 ve kurbanlarin sivilleri de kapsadigi agiklandi
(65). Raporda, ayrica sarinin hem ¢evrede hem de saldirinin kurbanlarinda mevcut
olduguna dair kanitlara yer verildi. 20 Eylil 2013 tarihinde, ABD ve Rusya ile
miizakere edilen anlagma sartlarma uygun olarak Suriye, KSYO'ye kimyasal silah
stoklarinin bildirimini sundu. 12 Aralik 2013 tarihinde Suriye'de kimyasal silah
kullanimin1 inceleyen BM ekibi tarafindan sunulan son raporda, arastirilan yedi
saldirmin besinde kimyasal silahlarin kullanildigi ve sarin gazinin, 21 Agustos
2013’de Sam’da bir banliyode biiyiik c¢apli bir saldirida kullanildigi belirtildi.
Suriye’de kimyasal silah stogunun yiizde 45'inden fazlasinin imha edildigi siralarda,
11 Nisan 2014°de Kuzeybati Suriye'de muhalif giiclerin kontroliindeki bir kdy olan
Kafr Zita'da klor gazi bombalariyla bir saldir1 diizenlendigi bilgisi geldi ve KSYO
tarafindan 10 Eyliil 2014°de Suriye'de klor gaz1 kullanildig1 dogruland1 (65). Insan
Haklar1 Izleme Orgiitii, bu saldiriyla birlikte bugiine kadar yapilan saldirilarda
200'den fazla kisinin klor gazina bagl olarak o6ldiirtildiigiinii tahmin ediyordu. 23
Haziran 2014°de KSYO Direktorii Biiyiikelgi Ahmet Uziimcii, Suriye'nin kimyasal
silahlarinin tamaminin imha edilmek {izere Suriye’den tasindigini agikladi ve bu
kimyasal silahlarin igerisinde biiyiik miktarlarda siilfiir mustard ajaninin mevcut

oldugunu belirtti (65). Ayrica, 6 Kasim 2015 tarihinde KSYO’den yapilan basm
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aciklamasinda, 21 Agustos 2015 tarihinde Kuzey Suriye'nin Marea sehrinde
diizenlenen bir saldirida siilfiir mustard kullanildigi iddia edildi ve beraberinde
kiiciik capli kimyasal silah saldirilarinin gergeklestirildigi bildirildi. 4 Nisan 2017°de
Suriye'nin kuzeyinde Idlib’te ok sayida insanin 61diigii saldirida kullanilan ajanin
sarin gazi oldugunu KSYO dogruladi (65). Son olarak 13 Ocak 2018 ve 22 Ocak
2018 saldirilarinin ardindan Subat ve Nisan aylar1 basinda Duma / Suriye sehrinde
2018 yil1 igerisinde dordiincii kez kimyasal silah saldirisinin yapildig: deklare edildi.
Suriye’de simdiye kadar yasanan tiim kimyasal saldirilarin  kronolojisine
baktigimizda {ilkemizin ne kadar biiyiik bir tehlikenin esiginde oldugu rahatlikla
anlagilmaktadir. Boylesine biiyiikk bir felaket sinirlarimiza bu kadar yakin
yasanirken, biz de kimyasal savas ajanlarinin tanisina yonelik gérevimizi bu ¢aligsma
ile pekistirdik.

Siilfiir mustard, kimyasal silah olarak kullanilmak iizere sentezlenmis yogun
kivamli bir sividir. Saf iken kokusuzdur fakat diger kimyasallarla karistirildiginda
hafif bir sarimsak kokusu verir. Yag, alkol ve benzin igerisinde kolaylikla, su
icerisinde birka¢ dakikada ve distile su igerisinde daha yavas ¢6ziiniir. Coziiniirken
su ile reaksiyona girer ve farkli kimyasallara doniisiir. SM’mn, gbézden ve ciltten
emilmesi veya buharinin solunmasi yoluyla viicuda kolayca ve hizlica girebilir.
Giysilerden kolaylikla gecebilir. SM viicutta baska kimyasallara doniisiir ve bunlar
birkag hafta i¢inde viicuttan idrarla atilir (66).

Toksikokinetik calismalarda, SM’nin doku dagiliminin, hayvanlarda
intravendz ve intraperitoneal yoldan maruziyeti ile insanlarin goz, cilt ya da
solunum yoluyla maruziyeti verilerinin birbirine benzemedigi goriilmiistiir. Siilfiir
mustard’mn inhalasyon ve/veya cilt maruziyetinden 7 giin sonra dlen Iranl askerde
doku dagilim1 beyin > bobrek > karaciger > dalak > akciger seklinde goriilmiis iken;
radyoaktif isaretli SM’nin siganda intravendz enjeksiyonundan 4 giin sonra doku
dagilimi bobrek > akciger > karaciger > dalak > beyin seklinde izlenmistir. Bu
kapsamda, maruziyet yolu SM i¢in Onemli bir toksikokinetik faktor gibi
goriinmektedir (66).

Siilftir mustard, intramolekiiler dongiide hiperaktif bilesigini olusturma
egilimindedir (Sekil 2.3 ve 2.4). Bu doniisiim, g6z gibi mukozal dokularda daha

kolaydir. SM’1n ara tiriinleri; protein ve niikleik asitlerin siilfhidril (-SH) ve amino (-
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NH,) gruplart gibi elektrondan zengin molekiiller ile reaksiyona girer ve onlari
alkillerler.  Metabolik yolaklarin, DNA kalintilar1 ve idrar metabolitlerini
olusturmak tiizere dogrudan alkilasyon reaksiyonlarini, glutatyon reaksiyonlarini,
hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlarini igerdigi varsayilmaktadir (66).

SM’ nin viicutta metabolize olmasi ve olusan metabolitlerinin kan ve idrar
orneklerinde tespiti cok zor degildir. Bu metabolitlerin homojenize dokulardan veya
kandan ekstraksiyonu, organik solventler (diklorometan, metanol, asetonitril, etil
asetat vb.) ile gergeklestirilir. Kati faz ekstraksiyonu yontemi ise kan ya da idrar gibi
bir matriksten yabanci protein ve hidrokarbonlarin arindirilmasi i¢in kullanilir ve bu
yontemde analizi yapilacak maddenin diger maddelerden ayrilmasi, s6z konusu
madde molekiilleriyle tutucu madde molekiilleri arasindaki etkilesimler sayesinde
olmaktadir. Analiz i¢in nonpolar kilcal kolonlara sahip GC-MS-MS veya GC-MS
kullanilabilir. Kan ve doku orneklerinde SM’nin tespiti amaciyla 6zellikle termal
desorpsiyonlu iki boyutlu GC-MS kullanilmasi 6nerilmektedir (67). Bu yontemde,
numunenin bir ¢oziicli igerisine alinmasini miiteakip, ¢oziiciiniin bulundugu tiip
zayif bir azot akist alinda GC-MS’in termal desorpsiyon iinitesine yerlestirilirek
cihaza verilir. Bu yontemde raporlanan tespit sinir1 kan ve dokuda 10 pg/mL’dir.
BM’in bu yontemle kimyasal silah kullanimini tespit etmek i¢in yaptiklar
calismalarda, Iran-lrak savasindaki bir yaralidan alinan sa¢ numunesinde,
diklorometan igerisinde 0.5-1 ppm'lik bir konsantrasyonda SM tespit edilmistir.
Maruziyetten 7 giin sonra alinan postmortem insan doku orneklerinde akcigerlerde,
bobrekte ve beyinde 0,8-10,7 pg/g konsantrasyonlarda ve yag dokusunda 15.1 pg/g
konsantrasyonlarda SM tespit edilmistir. Bu sonuglar, adipoz dokularda birikmis
SM’nin, hayvanlarla yapilan testlerin aksine daha uzun siire viicutta kalabilecegini
gostermistir (67).

Beta Liyaz metabolitleri; SM’a 6zgii biyobelirteglerdir ve tespiti (0.1-0.3
ng/mL), SM maruziyetinin ikna edici bir kanitidir. Retrospektif bir ¢alismada
Birinci Diinya Savasi sirasinda SM ile yaralanan iki askerden 2-3 giin sonra alinan
idrar Orneklerinde 52-80 ng/mL konsantrasyonunda TDG ve 42-57 ng/mL
konsantrasyonunda beta liyaz metaboliti tespit edilmekle beraber, yine retrospektif

bagska bir calismada maruziyetten 13 giin sonra alinan idrarlarda beta liyaz
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metabolitlerinin konsantrasyonu, 0.1-5 ng/mL iken; TDG konsantrasyonu 11-72
ng/mL ile yiiksekligini korudugu goriilmiistiir (67).

GC-MS-MS ile yapilan analizlerde, beta liyaz metabolitlerinden SBMTE
(1,2-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane])’ nin (Sekil 5.1) tespitine yonelik 6n islemler
TiCl;, NaOH ve HCI gibi bir ¢ok kimyasal gerektirmektedir ve numune hazirlama
prosediirii zaman alicidir. Numune hazirlama prosediirinii 6nemli dlgiide
basitlestiren ve analiz siiresini kisaltan HPLC-MS/MS teknigi bu tiir metabolitleri
belirlemek i¢in giivenilir ve kullanish diger bir teknik olarak 6ne ¢ikmaktadir (67).

/S\/\S/\/S"“\
0“? %0

SBMTE

Sekil 5.1. SBMTE (1,1-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane]) kimyasal yapisi (68)

Gaz kromatografisi (GC) bilim ve teknolojinin bir¢ok dalinda yaygin olarak
uygulanan bir tekniktir. Yarim yiizyili agkin bir siiredir GC, bir karigim igerisinde
bulunan bilesenlerin hangi oranda var olduklarmi belirlemede temel bir rol
oynamistir. Bununla birlikte, bu belirsiz ve indirgenmis bilesiklerin kimyasal
yapisin1 ¢oziimlemek ve miktar tayini yapabilmek igin spektroskopik bir tespit
sistemi gerekir. Bu amacla, molekiiliin "parmak izi” olarak da adlandirilan kiitle
spektrumunu elde etmeye yarayan Spektrometrik Kiitle Dedektérii (MSD) en sik
kullanilan dedektordiir. Yiiksek ¢oziintirliiklii bir kiitle spektrometresi, molekiiliin
geometrisi ve izomerizmi, molekiil agirligi, elemental kompozisyonu ve fonksiyonel
gruplarin varlig1 hakkinda bilgi verir (69).

Gaz kromatografisinde, bir ¢oziici veya Kati Faz Mikro Ekstraksiyon
(SPME) gibi bir sistem kullanilarak kati1 bir yilizeyden adsorbe edilen molekiiller
analiz edilebilir. Burada hareketli faz gazdir. Sabit faz ise genellikle sividir ama kati
veya kati-s1vi kombinasyonlar1 da kullanilir. Gaz kromatografisinde analizi yapilacak
maddelerin mutlaka gaz fazinda olmasi gerekir. Analizi yapilacak numune, hizli bir

sekilde GC'ye transfer edilirken, nispeten yiiksek bir sicaklikta (200-300 °C)
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muhafaza edilen bir bdlgeye aniden maruz birakilarak gaz haline doniistiiriiliir ve
tagiyict bir gaz (Ar, He, N2 veya H2) ile karistirilir. Bu gaz halindeki karigim,
kromatografik kolon olarak adlandirilan ince polimer bir film kaplanmis silika
yapisinda kilcal bir tiipe girer. Karisim kolonda ilerlerken, molekiiller tasiyici gaz
(hareketli faz) ile polimer kapli alan (sabit faz) arasinda baslica kimyasal yapilarina
bagl olarak ayrilirlar (69).

Kromatografik kolon diye adlandirilan bu kisim sonundaki algilama
sisteminde molekiiller fiziksel (termal iletkenlik) ve fizikokimyasal (iyonlasma,
elektron yakalama) ozelliklerine gore bir elektriksel sinyal olarak taninirlar ve bu
elektrik sinyali kiitle dedektoriinde islenerek kromatogram adiyla zamanla iliskili bir
grafik halinde goriintii verir (69).

Calismamizda tespit edebildigimiz yeterli diizeyde siilfiir mustard
biyobelirteglerini teshis etmeyi, insanda SM maruziyetini kanitlayabilecek hizli,
duyarli ve giivenilir bir yontem gelistirmeyi amagladik. Gelistirdigimiz bu ¢alisma,
kimyasal savas ajanlarmin laboratuvar analizinde ulusal anlamda bir metot
olusturulmasina 6n ayak olabilecektir.

Bilim adamlarinin yaptig1 arastirmalar ve bu arastirmalarin sonuglar1 beta
liyaz metabolitlerinin siilfiir mustard maruziyetine spesifik iyi bir biyobelirteg
oldugunu gostermektedir (1). Bu kapsamda ve yukarida belirtilen hedefler 1s18inda,
SM’ye 0zgli bir idrar biyobelirteci olan SBMTE’nin tespit edilmesine yonelik
tilkemiz ve laboratuvarimizin kosullarmma uygun arastirmalar yapmaya yoneldik.
Calismamizda idrar ornekleri TiCls ile muamele edilerek, SM’nin metabolize
edilmesi ile ortaya ¢ikan iki analiti (SBMSE ve MSMTESE) tek bir analite
(SBMTE) indirgeyerek verimi arttirmak ve gerek On islemlerden gerekse gaz
kromatografisi cihazina verilen 6rnek sayisindan tasarruf saglamakti. Hedeflenen
SBMTE, disiilfid formda olup, mono ve disiilfoksit formlar1 olan SBMSE ve
MSMTESE’den daha az polar olmasi nedeniyle, Orneklerin hazirlanmasi
asamasinda idrardan izolasyonu daha kolay olmaktadir.

Young ve ark.nin yaptigr bir ¢aligmada analitin eliisyonu i¢in metanol,
diklorometan, aseton, etil asetat ve asetonitril kullaniimistir (58). Bu c¢alismada
diklorometan/asetonitril (3:2) c¢oziiclisiinden iyl sonuglar alinmistir. Kati faz

ekstraksiyonu miiteakip SBMTE analitini metanol, kloroform, izopropanol ve
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asetonitril gibi ¢oziiciilerin iginde calistik. Metanol igerisinde gaz kromatografisi
cihazina verilen Orneklerde; taban ¢izgisinin digiikligii (base line) ve pikin
keskinligine gore, en iyi sonucu elde ettik. Young ve ark. yaptiklari stabilite
testlerinde SBMTE’nin -70 °C’de 10 yil, -20 °C’de de en az 7 giin boyunca stabil
kalabildigini raporlamiglardir (58).

Calistigimiz yontem ile 3 saat i¢inde numuneleri cihaza verilebilir hale
getirmek suretiyle hizli bir numune hazirlama prosediirii olusturuldu. Ayrica
yontemimiz ile toplam analiz siiresini temel aldigimiz metottan 3 dk daha azalttik.
Boylece bir numunenin GCMSMS ile ¢alisiima siiresi 16 dakikadan 13 dakikaya
diistii. Bu kapsamda laboratuvarimiza gelecek her 100 numunede yaklasik 5 saat bir
zaman tasarrufu saglanabilmektedir. Bu da raporlamanin daha hizli ve giivenilir
olmasini, ¢iinkii tek numune iizerinde istenirse daha fazla sayida calisma olanagi
saglamaktadir.

SBMTE; GC-MS cihazinda ¢ok uzun siireli kalici kirlilik yaratmasina
ragmen, vial igerisinde hazirladigimiz Ornekler GC arayiiziiniin, enjeksiyon
blogunun ve MS’in kapsamli bakimini gerektirmeyecek kadar temiz bir analiz
imkan1 saglamaktadir. Cihazdan cihaza degismekle birlikte cihazimizin rutin bakim
prosediiriine gére 200 6rnekte bir rutin GC bakimi gerekirken bizim, cihazda 6rnek
okutma prosediiriimiiz ile bu sayiy1 500 &rnekte bir olacak kadar yiikselttik. Ornek
okutma prosediiriimiizde her SBMTE 6rnegini 3 kez okuttuktan sonra arada 1 kez
metanol ile yikama gergeklestirilmistir. Ayrica her 250 Ornegin ¢alisilmasinin
ardindan enjektorii enjeksiyon blogundan ¢ikartip aseton ile temizlemekle birlikte;
prerun 3 kez ve postrun 9 kez olmak iizere asetonitril ve metanol solventlerinin
enjeksiyonuyla cihazin arayiliziiniin temiz kalmasmi sagladik. Bu temizleme
prosediirii SM’nin iiriner metabolitlerinin analizi i¢in diger yontemlere gore GC-
MS/MS cihazina daha az bakim yapilmasini gerektirmistir.

Numune hazirlama prosediirii temiz sonuglar vermesine ragmen analizin
duyarliligin1 ve seciciligini artirmak i¢in ti¢li kuadropollu Gaz kromatografisi
ardigik kiitle spektrometresi (GCMSMS) kullandik. Yontemimizde kullandigimiz
stvi-sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon teknigi ve Elektron iyonizasyonuna
(EI) bagli GCMSMS ile 1 ng/ml’lik bir LOD (limit of detection, tespit limiti) ile iyi

bir secicilik ve yeterli hassasiyet saglandi.
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Hua ve ark.nin yaptigi bir ¢alismada belirtildigi gibi hem TDG hem de
TDGO endojen kaynakli olabilmekte ve invivo c¢alismalarda 2-8 ng/ml arasinda
goriilebilmektedir. Iran-lrak Savasinda, SM’ye deri yoluyla maruz kalmis olan
yaralilar {izerinde yapilan ¢alismalarda, Onemli miktarlarda tiyodiglikoliin
maruziyetten sonraki 2 haftaya kadar idrarda bulunabildigi goriilmiistiir (66) fakat
klinik olarak belirti ve bulgular1 olmaksizin TDG ve TDGO SM’nin spesifik bir
biyobelirteci olarak degerlendirilmemektedir (1). Yine aymi c¢alismada hasta
idrarlarinda TDGO diizeylerinin TDG’den daha yiiksek oldugu goriilmiis ve
konsantrasyon-zaman profiline bakildiginda her ikisi de maruziyetten 3-4 giin sonra
en yiiksek seviyesinde iken 5.giinden itibaren tedrici olarak azaldigi gozlenmistir.
Bununla birlikte kan drnekleriyle yapilan ¢aligmalarda maruziyetten 48 saat sonra
TDG ve TDGO saptanamamustir (1).

Calimalarimizda kullanilan idrar miktar1 0,5 ml olup bir kimyasal saldir
durumunda yontemimizde ihtiya¢ duyulan idrar hacminin minimuma indirilmis
olmasi agisindan ¢ok degerlidir. Bu kapsamda, yalniz 1 ml idrar 6rnegi, ajani
tanimlamak ve maruziyet derecesini degerlendirmek icin birka¢ farkli analiz
yapmaya imkan vermesi agisindan yontemimizin hassas, giivenilir ve tekrarlanabilir
olmasina imkan saglamaktadir. Dahasi semptomlarin heniiz gelismedigi veya
semptomlarla ilgili hi¢bir bilginin bulunmadigi durumlarda yine yoOntemimiz
sayesinde SM maruziyetinin diger vezikan ya da kimyasal ajanlara maruziyetten
ayirt edilmesine yardimer olabilir.

SMO (Okside siilfiir mustard), SM’nin dogrudan oksidatif metabolitidir ve
idrarda cok diisiik seviyelerde olmasi nedeniyle SM biyobelirteci olarak dikkat
cekmedigi tespit edilmistir. Buna ragmen SMO’nun endojen bir madde olmadigi
diisiiniiliirse SM’ye maruziyette 6nemli bir kanit olarak degerlendirilmelidir. Beta
liyaz metabolitleri de; TDG ve TDGO’dan farkli olarak SMO gibi sadece SM’ye
maruz kaldiktan sonra iiretilir (1).

SBMTE, SM’nin glutatyonla reaksiyonu sonucu {iretilmesi nedeniyle
maruziyetten sonra 3. giinde en yliksek diizeyde saptanirken 4. gilinden itibaren
zaman-konsantrasyon profilinde TDG gibi tedricen degil, daha keskin bir diisiis
gosterir. Bunun sebebi glutatyonun ¢ok hizli tilkenmesidir. Dolayisiyla SM’nin

glutatyon tiirevi olan beta liyaz metabolitlerinin (SBMTE, SBMSE ve MSMTESE)



69

idrarda 6l¢iim konsantrasyonunun zamanla olan iligkisi bireysel metabolizma hizi ve
glutatyon miktarina baghidir (1).

Black ve ark.(1991) yaptiklar1 ¢alismada TiClz ile muamele edildikten sonra
75°C de 15 dakika inkiibasyonla SBMSE ve MSMTESE’nin %95’in {izerinde
SBMTE’ye doniistiiglinii gostermistir (70). Lin ve ark. yaptiklari ¢alismada TiCls in
arta kalan miktarin1 pargalayip ortamdan uzaklastirmak amaciyla ¢6zeltiye 660-700
ul hacminde 5 mol/L NaOH eklemislerdir. Sonrasinda pH test kagidiyla ¢ozeltinin
pH degerini 6lgmiisler ve en iyi SBMTE (1,1'-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane) geri
kazanimimnin pH 7-12 arasinda oldugunu gormiislerdir (4). Yine ayni ¢alismada 800
ul hacminde 5 mol/L NaOH eklendiginde geri kazanim %350; 1mL eklendiginde ise
geri kazanim %30’ lara diigmiistiir. Biz ¢alismamizda NaOH’i 5 M ve 6 M olmak
tizere iki farkli konsantrasyonda hazirladik ve istenen pH degerine ulasmaya c¢alistik.
Cozelti pH’ sin1 dijital pH metre cihaziyla 6lgtiik. TiClz ile muamele edilmis olan
idrar 6rnegine 500 pl 5 M NaOH ve 250 ul 12 M HCI ekledigimizde 6rnegin pH’s1
1.00° 1n altinda goriildii; 500 pl, 5 M NaOH ve 200 pl 12 M HCI ekledigimizde ise
ornegin pH’s1 1.18 olarak &lgiildii. Ornege, 500 pul 6 M NaOH ve 250 ul 12 M HCI
ekledigimizde 6rnegin pH degeri 4.60 oldu. Yine 500 ul 6 M NaOH ve 200 pl 12 M
HCI ekledigimizde ise literatiire uygun pH degerine ulasildi. Boylece sonraki
caligmalarda, TiCls ilavesi ile diisen pH degerini, 6rnege 500 ul 6 M NaOH ile
beraber 200 pl 12 M HCl ilave ederek dengeledik. HCI ilave edildigi zaman ¢ozelti
kirli beyaz bir renk aldi. Daha sonra ¢ozelti santrifiij islemine birakildi. Yapilan
calismalarda 4 °C, 15000 rpm ve 10 dk siireyle santrifiije birakilmis olan ¢6zeltiyi biz
oda sicakliginda 9000 rpm ve 10 dk siireyle santrifiij islemine biraktigimizda
¢okeltinin ve seffaf siipernatanin kesin olarak ayrildigini izledik ve santrifiij
hizindaki bu farkliligin sonuglarimizi etkilemedigini degerlendirdik. Santrifiij
sonrasinda tiipiin dibindeki ¢okeltinin tizerinde kalan seffaf renkli siipernatan kisim
alinarak on islemlere devam edildi. Lin ve ark.nin yaptig1 calismada 6n islemlerin
santrifiij sonras1 asamasinda SBMTE analitinin kromatogrami alindiginda arka plani
yiiksek olan kotii bir kromatogram elde edilmis olmasi nedeniyle ¢ozeltinin
temizlenmesi gerektigi ve bu islemi bir kati1 faz ekstraksiyon kartusu ile devam
ettirdiklerini ifade etmislerdir (4). SPE isleminde onlar 4 farkli kartus (AccuBond
C8, AccuBondC18, Oasis HLB and Cleanert PEP) kullanmislar ve farkli
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konsantrasyonlarin geri kazanimi degerlendirildiginde en iyi sonucu Oasis HLB
kartustan almislardir. Young ve ark.nin ¢alismasinda ise Chem Elute kartuslar ile
ekstraksiyondan elde edilen ekstraktlarin yeterli temizligi sagladigi raporlanmistir
fakat onlar muhtemelen GC-MS/MS analizlerinde kimyasal iyonizasyon yontemini
kullanmalar1 nedeniyle bu kartustan iyi bir verim almis olabilirler (58). Biz
calismamizda, SPE i¢in C8 500mg/3 ml, ENV 200 mg/3 ml ve ENV 60 mg/3 ml
kartuslar1 denedik. Bu kartuslar arasinda en iyi sonucu C8 kartustan aldik. SPE
sonrast SBMTE metabolitinin igine alindig1 ¢oziicii olarak asetonitril, metanol,
kloroform ve izopropanol ayri ayri denendi. Taban ¢izgisinin (base line) en diisikk
oldugu ve en yiiksek siddette, keskin pik goriintiisii metanol ¢oziiciisii igerisinde
alindi. Yapilan bu calismada asidik, alkali interferanslar ile idrardaki tuzlarin
arindirilmasi maksadiyla ornekler % 5 amonyak ve % 2 formik asit ile yitkanmustir.
Biz ¢alismamizda SBMTE analitimizi elverisli ve diisiik arka plan kromatogramiyla
elde edebilmemiz nedeniyle ve aradigimiz metabolitimizde daha fazla kayip
yasamamak amaciyla bu yikama islemine gerek duymadik.

GC-MS/MS i¢in analitik kosullarin1 yliksek duyarlilik ve segicilik
hedeflerimizi karsilayacak sekilde optimize etmeye c¢alistik. Yapilan calismalarda
mid-polar 6zellikte 17 MS kolon ve rolatif olarak polaritesi daha az olan 5 MS kolon
karsilastirilmis olup 17 MS kolonunun daha yiiksek yogunluk ve keskinlikte pik
verdigi raporlanmistir. MS yonteminde ise CI ve EI modlart karsilagtirildiginda EI
modunda daha yiiksek hassasiyet elde edilmistir. CI modunda daha az kapsamli bir
SPE prosediiriiniin yeterli olabildigi yapilan calismalarda izlenmistir. Biz de bu
yiiksek hassasiyeti almak i¢in MS metodunda EI modunu kullanmayi tercih etmekle
birlikte SPE 6n islemini ¢ok daha dikkatli ve temiz yaptik fakat kolon se¢iminde
mid-polar Rxi-5 MS kolonu kullandik. Bunun nedeni, literatiirlerde adi gegen
arastirmacilar yaptiklar1 calismalarda kantitatif olarak Olgiilebilecek minimum
konsantrasyonda en iyl piki almayr hedeflerken; biz SM maruziyetini
kanitlayabilecek diizeyde en elverisli siddette pik gormeyi yeterli gordik. Bu
kapsamda mid-polar Rxi-5 MS kolon ihtiyacimiza yeterli cevabi verebilmistir.
Ayrica kiitle spektrometresi ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda galistirilarak
yontemin duyarliligmi ve giivenilirligini arttirdik. Bu calismada ki en Onemli

dezavantajimiz i¢ standartimizin bulunamayisi olmustur. Bu c¢alismada ornek
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aldigimiz makalelerde yer alan ¢alismalarda SBMTE i¢in i¢ standart olarak
SBETE(1,1’-sulfonylbis[2-(ethylthio)ethane) analogu kullanilmistir.

SBMTE igin tandem kiitle spektrometresinde gegis iyonlarin1 segmek
amaciyla full scan modunda 1 ppm SBMTE (1,1'-sulfonylbis[2-(methylthio)ethane)
stok soliisyonundan ¢aligildi. Buna gére MRM gegisleri 140 = 75 m/z (prekiirsor /
iirtin) iyon ciftleri kullanildi. En yiiksek yogunluk, cihaz voltaji 6 V oldugunda elde
edildi. SBMTE analiti i¢in sectigimiz iyon ¢iftinin yapilan literatiir taramasinda da
ayni kiitle / yiik oraninda olan iyonlar oldugu ve aynm1 zamanda cihazin bize verdigi
sonuglar icerisinde 140 = 75 m/z iyon ¢iftinin oran1 %100 iken; cihaz voltaji 27 eV
oldugunda goriilen 140 = 59 m/z iyon ¢iftinin oraninin 1.21 olacak sekilde ¢ok
diisiik kaldig1 gorildi (Sekil 3.1 ve 3.2).

Siilfiir mustard maruziyetini kesin olarak isaret eden beta liyaz metabolitleri
(SBMTE, SBMSE ve MSMTESE) idrarda analiz edildi. Sonugta tek bir SBMTE
metabolitinin  idrarda Olgiilebilir  diizeylerde kromatogramlart alindi. Bu
kromatogramlardaki pikler giiriiltii diizeyinin iizerinde teyit edilen iyonlar olarak
degerlendirildi. SBMTE metabolitinin analiz sonuglar1 ¢izelge 4.1 ve 4.2°de
sunulmustur. SBMTE metaboliti igin Olgiilebilir minimum konsantrasyon 1
ng/ml’dir. Bu nedenle, LOD degeri 1 ng/ml olarak degerlendirildi. Beta liyaz
metabolitlerinin yarilanma 6mrii 1 giinden daha azdir. Bu nedenle hazirlanan
konsantrasyonlarda (1; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ve 25 ng/mL) miimkiin oldugunca kisa
stirede, hizl1 ve tekrarli calismay1 gerektirmektedir.

Yontem sistem uygunluk testleri duyarlilik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik
validasyon parameterleri incelenerek valide edildi.

Sistem uygunluk testleri enjeksiyon tekrarlanabilirligi, SBMTE igin sonuglar
incelendiginde (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2) elde edilen degerlerin FDA
kilavuzlarina gore kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu gortldi (62). Gelistirilen
kromatografik yontemin SBMTE 'nin analizi i¢in uygun kosullar tasidig1 sonucuna
varildi.

LOQ ve LOD degerleri S/N oranina gore belirlendi. LOD 1 ng/mL, LOQ ise
2,5 ng/mL olarak bulundu. FDA biyoanalitik yontem validasyonu kilavuzunda LOQ

diizeyinde kesinligin % 20°den az ve dogrulugun % 80-120 arasinda olmasi
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gerektigi bildirilmistir. Yontemde LOQ diizeyinde hesaplanan %CV degeri, %
108.40 bulundu. Bu nedenle 2,5 ng/mL LOQ olarak se¢ildi.

Yontemin dogrusalligi 2,5-25 ng/mL araliginda arastirilmistir. Kalibrasyon
dogrusundan elde edilen tanimlayicilik katsayisi (r2) 0.9964 olarak bulunmustur.
Ayrica FDA biyoanalitik yontem validasyonu kilavuzunda, LOQ ve kalibrasyon
dogrusunun en iist noktasini igine alan en az dort nokta belirlenerek bu noktalarda
hesaplanan konsantrasyon ile gercek konsantrasyon arasinda farkin standart
sapmasinin, LOQ diizeginde % 20’ye kadar, diger konsantrasyonlarda % 15°e kadar
olanlar1 kabul edilir. Yontemde kalibrasyon dogrusu tiizerindeki her noktada
hesaplanan SS degerleri % 15'in altinda bulundu (Sekil 4.4).

GC-MS  yonteminde kalibrasyon araliginda secilen alti  farkli
konsantrasyonda (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 25 ng/mL) giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve
dogruluk c¢aligmalar1 yapildi. FDA biyoanalitik yontem validasyonu kilavuzunda
kesinligin (%CV) ve dogrulugun (%Bias) % 15'den fazla olmamasi, ancak LOQ
diizeyinde % 20'ye kadar olan degerler kabul edilebilir. Yontemde %CV degerleri
% 4,01-2,27 ve %Bias degerleri % -3,2-8,5 arasinda bulundu (Cizelge 4.3). Bu
sonuclarin 15181 altinda giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk calismalar
sonucunda yontemin tekrarlanabilir ve dogru sonuglar verdigi sonucuna varildi.

Calismamiza basladigimiz giinden bugiine kadar gegen bir yillik siire, idrar
orneklerinde SM biyobelirteclerini kapsamli bir sekilde arastirabilmemiz i¢in bize
cok degerli bir zaman sagladi. Laboratuvarimizda optimizasyonu yapilan yiiksek
duyarlilik ve secicilige sahip GC-MS/MS yontemi kullanildi. Bir numunenin
dogrulama testleriyle birlikte c¢alisma siiresi yaklasik 4 saattir. Glutatyondan
tiretilen beta liyaz metabolitleri Orneklerde basariyla tespit edilerek yoOntem
gegcerliligi dogrulandi. Bu kapsamda SM’ye maruz kaldiktan sonraki ilk 10 giinliik
siiregte, idrar Orneklerinin SM maruziyetini gosteren ¢ok degerli biyomedikal

numuneler oldugu degerlendirildi.
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SONUCLAR

Son yillarda terorist orgiitlerinin hedefi; devlet baskanlari, askeri personel
veya list diizey biirokratlara saldirmayr degil, sivilleri imha etmeyi ve panige
stiriiklemeyi kendilerine hedef se¢mislerdir. Bu hedeflerine ulasmalarini saglayacak
en ucuz ve kolay iiretilebilen silahlar ise kimyasal silahlar olup, elde edilmesi,
kullanim kolaylig1 ve yaratacagi korkunun biiyiikliigli nedeniyle en ¢ok kullanilma
ihtimaline sahip KSA’nin Siilfiir Mustard (SM) oldugu disiiniilmektedir.
Kullanildigi durumda kaliciligini giinlerce siirdiirebilen SM ajaninin toprak, su ve
cevre materyalden dekontaminasyonu biiyiik 6neme sahiptir.

1822 yilinda ilk kez Alman bilim adami Despretz tarafindan kesfinden beri
sikga kullanilmis olan ve gelecekte de kullanilma potansiyeli son derece fazla
oldugu degerlendirilen bu tehlikeli silah igin insanda maruziyetini kesin olarak
teshis edebilecek hizli ve giivenilir bir yonteme ihtiya¢ vardir. Bu amagla, diinyada
bir takim gelismis laboratuvarlarda ileri teknolojik cihazlarla ¢alismalar
siirdliriilmektedir. Ne yazik ki bu tehlikeli silaha maruziyetin yasandigi komsu
tilkelerimiz olmasina ragmen tilkemizde SM’nin tespit ve teshisine yonelik herhangi
bir laboratuvar ¢alismasi mevcut degildir. Bunun baslica nedeni SM ile ¢alismanin
giicliigiidiir. Ciinkii lipofilik 6zelligi nedeniyle emilebilirliginin son derece fazla
olmasi, toksisitesinin ¢ok yliksek olmasi ve DNA hasarina yol agarak kanserojen
olmast nedeniyle SM, arastirmacilar1 korkutmakta ve bu konuda ¢alismak
istenmemektedir. Dolayisiyla SM’m, en az biyogiivenlik diizeyi II olan bir
laboratuvarda; kimyasallara dayanikli kisisel koruyucu kiyafet i¢inde, uygun
cihazlarla ve ¢ok dikkatli ¢alisma zorunlulugu vardir.

Tim bu dezavantajlara ragmen, teror saldirilarindan dogabilecek maruziyet
riski yiiksek olan iilkemizde, SM maruziyetini teshis edebilecek kromatografik bir
yontemi, iizerinde bazi modifikasyonlar yaparak optimize ettik. Bu tez calismasi
igerik olarak siilfiir mustard kimyasal savas ajaninin metabolitlerinin bu ajana maruz
kalmis insanlarin idrarlarindan alman orneklerin GC-MS/MS ile analizi iizerine
yapilan kromatografik ¢aligmalar1 icermektedir. Calismamizda uygun deteksiyon
limitlerinde siilfiir mustard biyobelirteglerini 6l¢ebilmeyi ve insanda maruziyetini

kanitlayabilecek hizli, duyarli ve giivenilir bir yontem gelistirmeyi ve ayn1 zamanda



74

bu metodun iilkemizin gesitli laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilir olmasini
hedefledik. Bu kapsamda calismamizda uyguladigimiz yontem ile; yontem {izerinde
yapilan validasyon sonuglar1 dikkate alindiginda uygun deteksiyon limitlerinde
stilfiir mustard biyobelirteglerini 6l¢ebildigimiz goriilmektedir.

Bu calismanin baslica 6nemi, siilfiir mustard ajaninin kromatografik olarak
analizi tlilkemizde ilk kez yapildi. Diinyada ise, bu analizi yapan sinirhi sayida
laboratuvar mevcuttur. Ayrica bu ¢alisma, tilkemize analiz yetenegi kazandirmakla
birlikte kimyasal bir savas ajaninin laboratuvar analizinde ulusal anlamda bir metot

olusturulmasina 6n ayak olabilecektir.
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