
Adli  T›p Bülteni

15
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blood: An application to 62 postmortem cases
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Biyolojik örneklerdeki yasad›fl› madde taramas› adli olaylar-
da büyük bir öneme sahiptir. Kan veya plazma, madde deriflim-
leri ile bu maddelerin farmakolojik etkileri aras›nda iyi bir ko-
relasyonun bulunmas› nedeniyle genellikle tercih edilen mater-
yallerdir. Yasad›fl› madde analizinde, birçok laboratuar immu-
noassay yöntemleri ile tarama ve Gaz Kromatografi-Kütle
Spektrometresi (GC-MS) ile do¤rulama fleklinde bir uygulama
yapmaktad›r. Bununla birlikte, s›v› kromatografi tekniklerinin
geliflmesiyle birlikte S›v› Kromatografisi-Kütle Spektrometresi
(LC-MS) ve tandem LC-MS (LC-MS/MS) birlefltirilmifl teknik-
lerinde özellikle polar ve ›s›ya dayan›ks›z olan maddelerin nitel
ve nicel analiz amaçl› olarak kullan›m› zamanla artmaktad›r.
Bu çal›flmada, LC-ESI (Electrospray ‹onisation)-MS/MS de
morfin, (±)-amfetamin, (±)-metamfetamin, kokain, benzolek-
gonin, kokaetilen ve (-)-11-nor-9-karboksi-¢9-THC maddeleri
taranm›fl ve tayin edilmifltir. Sonuç olarak, postmortem kanda
uygulanabilecek, türevlendirme ifllemine gerek duymayan, du-
yarl› ve seçimli olarak, çok düflük düzeylerdeki maddelerin
do¤ru ve kesin olarak saptanmas›n› sa¤layacak, LC-MS/MS
yöntemi gelifltirilmifl ve 62 postmortem adli olguya baflar›yla
uygulanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Yasad›fl› madde, tarama,
LC/MS/MS, postmortem kan

Screening of biological specimens in the presence of illicit
drugs is of great importance, particularly in criminal cases. The
most relevant matrices to be analyzed for this purpose are plas-
ma or blood, due to providing a good correlation between their
concentration and pharmacological effects. For majority of labo-
ratories, a common method for screening illicit drugs has been
immunoassay methods and Gas Chromatography–coupled with
Mass Spectrometry (GC–MS) that is widely employed for con-
firmation purposes. However, the widespread use of liquid chro-
matography coupled single-stage or tandem mass spectrometry
(LC–MS, LC-MS/MS) is becoming increasingly significant for
both qualitative and quantitative analysis of target analyse
which could be polar and thermally labile. This assay method,
consisted of morphine, (±)-amphetamine, (±)-methamphetami-
ne, cocaine, benzoylecgonine, cocaethylene and (-)-11-nor-9-car-
boxy-¢9-THC was based on the detection of LC-ESI-MS. In this
study, LC-MS/MS method for illicit drugs in postmortem blood
was developed. These data provided a documentation to use LC-
MS/MS technique without any precipitation for postmortem
blood to detect low concentrations of some illicit drugs and app-
lied to 62 postmortem forensic cases. 

Key words: Illicit drug, screening, LC-MS/MS, postmor-
tem blood
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G‹R‹fi
Dünyada ve ülkemizde yasad›fl› madde kullan›m›n›n

yasalarla kontrol alt›na al›nmas› çabas›na karfl›n, madde
kötü kullan›m›n›n; hastane, okul, trafik, iflyerleri gibi
farkl› ortamlarda artt›¤› bildirilmektedir. Bu maddelerle
ba¤lant›l› zehirlenme olgular› yan›nda, madde kullan›m›-
n›n suç iflleme ile reddedilemez bir iliflkisi oldu¤u gösteril-
mifltir (1-4). Adli olaylarda, yasad›fl› madde taramas› biyo-
lojik örneklerdeki bu nedenle özellikle önem kazanmak-
tad›r (5-8). Kan veya plazmadaki deriflimleri ile onlar›n
farmakolojik etkileri aras›ndaki iliflki nedeniyle, bu ma-
teryallerdeki analizler genellikle tercih edilmektedir. Bir-
çok analitik yöntemde kan ve plazma birbirlerinin yerine
kullan›lmakla beraber, postmortem kanda hemoliz nede-
niyle analizde farkl› yaklafl›mlar gerektirmektedir.
Yasad›fl› madde analizinde, birçok laboratuar immuno-

assay yöntemleri ile tarama ve Gaz Kromatografi-Kütle
Spektrometresi (GC-MS) ile do¤rulama fleklinde bir uygu-
lama yapmaktad›r (9-12). GC-MS yöntemi günümüzde re-
ferans olarak kullan›lan en yayg›n analitik yöntemdir. Di-
¤er yandan kromatografik tekniklerdeki geliflmelerle bera-
ber S›v› Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (LC-MS) ve
tandem LC-MS (LC-MS/MS) de özellikle polar ve ›s›ya
dayan›ks›z olan maddelerde nitel ve nicel analiz yöntemi
olarak h›zla yükselmektedir (13-15). Son y›llarda toksiko-
lojik analiz kapsam›nda LC-MS kullan›m› ile ilgili birçok
çal›flma yap›lmaktad›r. Bu çal›flmada, postmortem kanda
LC-MS/MS’de yasad›fl› maddelerin taramas›nda kullan›la-
bilecek bir yöntem gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r. 

GEREÇ VE YÖNTEM
Bu yöntemde, LC-ESI (Electrospray Ionisation)-

MS/MS’de (Agilent LC-MS Trap SL) morfin, (±)-amfe-
tamin, (±)-metamfetamin, kokain, benzolekgonin, ko-
kaetilen ve (-)-11-nor-9-karboksi-¢9-THC bak›lm›flt›r.

Bilefliklerin stok çözeltileri, kokain ve kokaetilen (de-
utorium analoglar›) metanolde, kokain ve kokaetilen
(döteryum analoglar›) asetonitril’de haz›rlanm›flt›r. Ana-
litik referans materyaller olarak madde standartlar› ve
döteryum iç standartlar Cerilliant (USA) firmas›ndan te-
min edilmifltir. Yöntemin geçerli k›l›nmas› aflamas›nda,
kullan›lan kan, E.Ü. Kan Merkezi’nden ve olgu örnekle-
rine ait kanlar Adli T›p Kurumu ‹zmir Grup Baflkanl›-
¤›’ndan temin edilmifltir. Örnekler analiz edilinceye ka-
dar -70°C ‘de saklanm›flt›r. 
Ekstraksiyon için 500µL kan kullan›lm›flt›r. Postmor-

tem kan›n yo¤unlu¤unun fazla olmas›ndan dolay›, kan
üzerine 1:1 distile su eklenmifltir. 4 mM’l›k amonyum
karbonat tamponundan 1mL (0.01 M, pH:9.4) 500 µL ör-
ne¤e eklenir ve vortekste 30 sn. kar›flt›r›l›r. Bu kar›fl›m da-
ha sonra 15 dk. 10000g devirde santrifüjlenir. Elde edilen
süpernatant (MeOH 2 mL, H2O 2ml) ile flartlanm›fl SPE
kartufllar›na uygulan›r. Elde edilen ekstrakt 40°C’de azot
gaz› alt›nda uçurulur. Elde edilen kuru ekstrakt, 20 µL e
LC-MS mobile faz (4 mM amonyum asetat) ile tamamla-
n›r. 5µL’lik k›s›m LC-MS/MS e analiz için enjekte edilir.
Kromatografik ay›rmada, C18 kolon kullan›lm›flt›r.

Mobil faz, izokratik 40% A (ACN): 60% B (4 mM, pH
4.6 amonyum asetat) olarak ayarlanm›flt›r. Seçilmifl iyon
monitoring (SIM) uygulanm›flt›r.

BULGULAR
Her madde için alt› ayr› deriflimde haz›rlanan standart-

lardan 10-250 ng/mL aral›¤›nda kalibrasyon grafi¤i çizil-
mifltir. Her bir bileflik için seçilen iyon ve al›konma za-
man› Tablo 1’de verilmektedir. Her bir madde için 10
ng/mL deki LC-MS/MS iyon spektrumlar›, fiekil 1’de
görülmektedir. En düflük saptama s›n›r› 4-9 ng/mL ara-
s›nda elde edildi. Korelasyon katsay›s› r2= 0.994 ve geri
kazan›m her bir madde için %79-87 aras›ndayd›. 

Tablo 1. Bileflikler için seçilen iyon ve yakalanma zamanlar›.

BBiilleeflfliikk SSeeççiilleenn mm//zz oorraann››** AAll››kkoonnmmaa zzaammaann›› ((ddkk)) ‹‹çç ssttaannddaarrtt
Morfin (M) 286 (201) 5.3 M-D3
Metamfetamin (MA) 150 (119) 1.2 MA-D5
Amfetamin (A) 136 (119) 1.2 A-D5
Benzoylekgonine (B) 290 (168) 0.9 B-D3
Kokain (C) 304 (182) 1.2 C-D3
Kokaetilen(CE) 318 (196) 1.2 CE-D3
THC-C00H 345 (299) 4.3 THC-C00H-D3
* Parçalanma iyonlar› parentez içinde verilmifltir.
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fiekil 1. Morfin, (±)-amfetamin, (±)-metamfetamin, kokain, benzolekgonin, kokaetilen ve (-)-11-nor-9-karboksi-¢9-THC için
LC-MS/MS iyon kromatogramlar› -10 ng/mL.

Morfin

Amfetamin

Metamfetamin

Kokain
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Toplam 62 adli olguya ait olay nedeni; ateflli silah yara-
lanmas› (n=23), trafik kazas› (n=12), kesici–delici silah
yaralanmas› (n=13), as› (n=7) ve darp (n=7) fleklindey-
di. Yap›lan analiz sonucunda 2 trafik kazas› olgusunda
THC-COOH pozitif bulundu (103 ve 110 ng/mL).

TARTIfiMA
Adli olgularda yasad›fl› madde analizinin önemi tart›fl›l-

maz ve bir çok laboratuar bu maddelerin analizi için im-

munoassay ve/veya kromatografik yöntemler kullan-
maktad›r (16-18). Son y›llarda düflük maliyetli MS detek-
törlerinin geliflimi sonras›, insan vücudunda yabanc›
maddelerin varl›¤›n›n analizi, LC-MS ve GC-MS (Gas

Chromatographic-MS) sistemlerinin uygulanabilirli¤i ile
önemli bir ilerleme göstermifltir. ‹laç ve kötüye kullan›-
m› olan maddeler invivo olarak polar bilefliklere metabo-
lize olurlar. Geleneksel gaz kromatografik sistemler, po-
lar ve hidrofilik bilefliklerin analizini hedeflememifltir;
bununla birlikte bu metabolitlerin gaz kromatografisi
için uygun bilefliklere dönüflümü türevlendirilme ifllemi
ile sa¤lanabilmektedir. Baz› türevlendirme maddeleriyle
polaritenin azalt›lmas› ve uçuculu¤unun art›r›lmas› ile
bu analitlerin elde edilen karakteristik kütle spektrumu
ile GC’de tan›mlanmas›nda f›rsat sa¤lanmakta ise de,
böyle maddeler için likid kromatografik sistemleri son
y›llarda önemli geliflmeler göstermifltir (10,19). Polar
ve/veya ›s›ya dayan›ks›z maddelerin analizinde art›k s›v›

Benzolekgonin

Kokaetilen

THC-COOH
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Kromatografik (HPLC, LC-MS, LC-MS/MS) teknikler
kullan›lmaktad›r (14,15,20,21). 
Madde kullan›m› ile suç iflleme aras›ndaki iliflki nede-

niyle, bu çal›flmada toksikolojik analiz için farkl› adli ol-
gular seçilmifltir. Yap›lan toksikolojik analiz sonucunda
2 trafik kazas› olgusunda THC-COOH pozitif bulun-
mufltur. Son y›llarda yap›lan çal›flmalar trafikte madde
kullan›m›n›n kaza riskini alkol kullan›m›nda oldu¤u gi-
bi art›rd›¤›n› göstermektedir (7,22). Özellikle kötü kulla-
n›m› olan maddelerden kannabisin (esrar) tüm ülkelerde
ilk iki s›rada yer ald›¤› bildirilmektedir (23). Adli olaylar-
da, biyolojik örneklerdeki yasad›fl› madde taramas›nda
h›zl›, hassas ve güvenilir yöntemlerin gelifltirilmesi ola-
y›n ayd›nlat›lmas›nda önemli bir hizmet sa¤layacakt›r.
LC-MS/MS’de, kromatogram, üç boyutlu spektrum, ve
total iyon/parçalanma iyonlar›na göre de¤erlendirme ya-
p›lmas›, do¤rulaman›n yöntem içinde yap›lm›fl olmas›n›
sa¤lamaktad›r.
Bu çal›flmada postmortem kanda uygulanabilecek, tü-

revlendirme ifllemine gerek duyulmadan uygulanabilen,
çok düflük düzeylerdeki maddelerin do¤ru ve kesin olarak
saptanmas›n› sa¤layabilecek, LC-MS/MS yöntemi geliflti-
rilmifl ve yöntem 62 adli olguya baflar›yla uygulanm›flt›r. 

Teflekkür

Bu çal›flman›n yap›lmas›nda gerekli postmortem ör-
neklerin temini için Adli T›p Kurumu ‹zmir Grup Bafl-
kanl›¤›’na ve gerekli standartlar›n sa¤lanmas›nda verdi¤i
desteklerden dolay› SEM Lab A.fi’den Cahit Çökelez’e
teflekkür ederiz. 
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