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OZET

Biyolojik drneklerdeki yasadist madde taramasi adli olaylar-
da biiyiik bir 6neme sahiptir. Kan veya plazma, madde derisim-
leri ile bu maddelerin farmakolojik etkileri arasinda iyi bir ko-
relasyonun bulunmasi nedeniyle genellikle tercih edilen mater-
yallerdir. Yasadist madde analizinde, bir¢ok laboratuar immu-
noassay yontemleri ile tarama ve Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) ile dogrulama seklinde bir uygulama
yapmaktadir. Bununla birlikte, sivi kromatografi tekniklerinin
geligmesiyle birlikte Stvi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
(LC-MS) ve tandem LC-MS (LC-MS/MS) birlestirilmis teknik-
lerinde &zellikle polar ve 1stya dayaniksiz olan maddelerin nitel
ve nicel analiz amagli olarak kullanimi zamanla artmaktadir.
Bu calismada, LC-ESI (Electrospray Ionisation)-MS/MS de
morfin, (+)-amfetamin, (+)-metamfetamin, kokain, benzolek-
gonin, kokaetilen ve (-)-11-nor-9-karboksi-¢9-THC maddeleri
taranmig ve tayin edilmistir. Sonug olarak, postmortem kanda
uygulanabilecek, tiirevlendirme islemine gerek duymayan, du-
yarli ve se¢imli olarak, ¢ok disiik diizeylerdeki maddelerin
dogru ve kesin olarak saptanmasini saglayacak, LC-MS/MS
yontemi gelistirilmis ve 62 postmortem adli olguya basariyla
uygulanmigtir.
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SUMMARY

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.
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GiRis

Diinyada ve iilkemizde yasadist madde kullaniminin
yasalarla kontrol altina alinmasi ¢abasina karsin, madde
kot kullaniminin; hastane, okul, trafik, igyerleri gibi
farkli ortamlarda artuigr bildirilmektedir. Bu maddelerle
baglantili zehirlenme olgular1 yaninda, madde kullanimu-
nuin sug isleme ile reddedilemez bir iligkisi oldugu gosteril-
migtir (1-4). Adli olaylarda, yasadist madde taramasi biyo-
lojik 6rneklerdeki bu nedenle 6zellikle 6nem kazanmak-
tadir (5-8). Kan veya plazmadaki derigimleri ile onlarin
farmakolojik etkileri arasindaki iliski nedeniyle, bu ma-
teryallerdeki analizler genellikle tercih edilmektedir. Bir-
¢ok analitik yontemde kan ve plazma birbirlerinin yerine
kullanilmakla beraber, postmortem kanda hemoliz nede-
niyle analizde farkli yaklagimlar gerektirmektedir.

Yasadist madde analizinde, bircok laboratuar immuno-
assay yontemleri ile tarama ve Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) ile dogrulama seklinde bir uygu-
lama yapmaktadir (9-12). GC-MS yontemi giiniimiizde re-
ferans olarak kullanilan en yaygin analitik yontemdir. Di-
ger yandan kromatografik tekniklerdeki gelismelerle bera-
ber Stvi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ve
tandem LC-MS (LC-MS/MS) de &zellikle polar ve siya
dayaniksiz olan maddelerde nitel ve nicel analiz yontemi
olarak hizla yiikselmektedir (13-15). Son yillarda toksiko-
lojik analiz kapsaminda LC-MS kullanimy ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismada, postmortem kanda
LC-MS/MS’de yasadisi maddelerin taramasinda kullanila-

bilecek bir yontem gelistirilmesi amaglanmigtur.

GEREC VE YONTEM

Bu yontemde, 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 bakilmistir.

Tablo 1. Bilesikler icin secilen tyon ve yakalanma zamanlart.

Bilesiklerin stok ¢ozeltileri, kokain ve kokaetilen (de-
utorium analoglar1) metanolde, kokain ve kokaetilen
(doteryum analoglari) asetonitril’de hazirlanmigstir. Ana-
litik referans materyaller olarak madde standartlari ve
doéteryum ig standartlar Cerilliant (USA) firmasindan te-
min edilmistir. Yontemin gegerli kilinmas1 asamasinda,
kullanilan kan, E.U. Kan Merkezi’nden ve olgu 6rnekle-
rine ait kanlar Adli Tip Kurumu Izmir Grup Bagkanli-
gr'ndan temin edilmistir. Ornekler analiz edilinceye ka-
dar -70°C ‘de saklanmustir.

Ekstraksiyon igin 500uL kan kullanilmistir. Postmor-
tem kanin yogunlugunun fazla olmasindan dolayi, kan
tizerine 1:1 distile su eklenmistir. 4 mM’lik amonyum
karbonat tamponundan 1mL (0.01 M, pH:9.4) 500 uL &r-
nege eklenir ve vortekste 30 sn. karistirilir. Bu karigim da-
ha sonra 15 dk. 10000g devirde santrifiijlenir. Elde edilen
siipernatant (MeOH 2 mL, H20 2ml) ile sartlanmis SPE
kartuglarina uygulanir. Elde edilen ekstrakt 40°C’de azot
gaz1 alunda ugurulur. Elde edilen kuru ekstrake, 20 uL e
LC-MS mobile faz (4 mM amonyum asetat) ile tamamla-
nur. 5puL’lik kisim LC-MS/MS e analiz i¢in enjekte edilir.

Kromatografik ayirmada, C18 kolon kullanidmistir.
Mobil faz, izokratik 40% A (ACN): 60% B (4 mM, pH
4.6 amonyum asetat) olarak ayarlanmistir. Segilmis iyon

monitoring (SIM) uygulanmustir.

BULGULAR

Her madde i¢in alt1 ayr1 derisimde hazirlanan standart-
lardan 10-250 ng/mL araliginda kalibrasyon grafigi ¢izil-
mistir. Her bir bilesik i¢in segilen iyon ve alikonma za-
mani Tablo 1’de verilmektedir. Her bir madde icin 10
ng/mL deki LC-MS/MS iyon spektrumlari, Sekil 1°de
gortilmektedir. En diisiik saptama sinir1 4-9 ng/mL ara-
sinda elde edildi. Korelasyon katsayist r2= 0.994 ve geri
kazanim her bir madde i¢in %79-87 arasindaydh.

Bilesik Secilen m/z oram* Alikonma zamani (dk) Ig standart
Morfin (M) 286 (201) 53 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) 12 C-D3
Kokaetilen(CE) 318 (196) 1.2 CE-D3
THC-CO0H 345 (299) 4.3 THC-CO00H-D3

* Pargalanma iyonlar1 parentez iginde verilmistir.



Sekil 1. Morfin, (+)amfetamin, (+)-metamfetamin, kokain, benzolekgonin, kokaetilen ve (-)-11-nor-9-karboksi-¢9-THC igin

LC-MS/MS iyon kromatogramlar: -10 ng/mlL.
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Toplam 62 adli olguya ait olay nedeni; atesli silah yara-
lanmast (n=23), trafik kazasi (n=12), kesici~delici silah
yaralanmasi (n=13), as1 (n=7) ve darp (n=7) seklindey-
di. Yapilan analiz sonucunda 2 trafik kazasi olgusunda
THC-COOH pozitif bulundu (103 ve 110 ng/mL).

TARTISMA

Adli olgularda yasadist madde analizinin 6nemi tartigil-
maz ve bir ¢cok laboratuar bu maddelerin analizi i¢in im-
munoassay ve/veya kromatografik yontemler kullan-
maktadir (16-18). Son yillarda diisiik maliyetli MS detek-

torlerinin gelisimi sonrasi, insan viicudunda yabanc
maddelerin varliginin analizi, LC-MS ve GC-MS (Gas
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Chromatographic-MS) sistemlerinin uygulanabilirligi ile
onemli bir ilerleme gostermigtir. Ilag ve kotiiye kullans-
mi olan maddeler invivo olarak polar bilesiklere metabo-
lize olurlar. Geleneksel gaz kromatografik sistemler, po-
lar ve hidrofilik bilesiklerin analizini hedeflememistir;
bununla birlikte bu metabolitlerin gaz kromatografisi
i¢in uygun bilesiklere doniisimii tiirevlendirilme iglemi
ile saglanabilmektedir. Baz: tiirevlendirme maddeleriyle
polaritenin azalulmasi ve uguculugunun artrilmas: ile
bu analitlerin elde edilen karakteristik kitle spektrumu
ile GC’de tanimlanmasinda firsat saglanmakta ise de,
boyle maddeler igin likid kromatografik sistemleri son
yillarda 6nemli gelismeler gdstermistir (10,19). Polar

ve/veya 1stya dayaniksiz maddelerin analizinde artik sivi



Kromatografik (HPLC, LC-MS, LC-MS/MS) teknikler
kullanilmaktadir (14,15,20,21).

Madde kullanimu ile sug isleme arasindaki iligki nede-
niyle, bu ¢aligmada toksikolojik analiz igin farkls adli ol-
gular secilmigtir. Yapilan toksikolojik analiz sonucunda
2 trafik kazas1 olgusunda THC-COOH pozitif bulun-
mugstur. Son yillarda yapilan ¢aligmalar trafikte madde
kullaniminin kaza riskini alkol kullaniminda oldugu gi-
bi artirdigini gostermektedir (7,22). Ozellikle kotii kulla-
nimi olan maddelerden kannabisin (esrar) tiim tlkelerde
ilk iki sirada yer aldig: bildirilmektedir (23). Adli olaylar-
da, biyolojik 6rneklerdeki yasadist madde taramasinda
hizly, hassas ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi ola-
yin aydinlaulmasinda 6nemli bir hizmet saglayacakur.
LC-MS/MS’de, kromatogram, ii¢ boyutlu spektrum, ve
total iyon/parcalanma iyonlarina gore degerlendirme ya-
pilmasi, dogrulamanin yontem i¢inde yapilmis olmasini
saglamaktadir.

Bu ¢aligmada postmortem kanda uygulanabilecek, ti-
revlendirme islemine gerek duyulmadan uygulanabilen,
cok diisiik diizeylerdeki maddelerin dogru ve kesin olarak
saptanmasin saglayabilecek, LC-MS/MS yo6ntemi gelisti-
rilmis ve yontem 62 adli olguya basarryla uygulanmgtur.

Tesekkiir

Bu caligmanin yapilmasinda gerekli postmortem or-
neklerin temini icin Adli Tip Kurumu Izmir Grup Bag-
kanligi’na ve gerekli standartlarin saglanmasinda verdigi
desteklerden dolayr SEM Lab A.§’den Cahit Cokelez’e
tesekkiir ederiz.
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