T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HASHAS TOHUMLARININ GIDA OLARAK TUKETILMESINDEN
SONRA iDRARDA MORFIN SAPTANMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Kimyager
Emine OZBUNAR

DANISMAN

Prof. Dr. Serap Annette AKGUR

iZMiR
2017



T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HASHAS TOHUMLARININ GIDA OLARAK TUKETILMESINDEN
SONRA iDRARDA MORFIN SAPTANMASI

Bagimhilik Toksikolojisi Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Kimyager
Emine OZBUNAR

DANISMAN
Prof. Dr. Serap Annette AKGUR

iZMiR
2017



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

Bagkan

(Danigman) 6)/‘? ~ (}f » ?\\f/ A AguAC

Fr—

Uye Dpc,, IQC ’(\ ﬁl'»/r ANV

Yiiksek Lisans Tezinin kabul edildigi tarih: ..... 4. 4fusedid .



ONSOZ

Bu tez calismasinin planlanmasi, yiiritilmesi ve sonuglandirilmasi
asamalarinda bilgi, oneri ve yardimlarini esirgemeyerek destek olan degerli hocam

Saym Prof. Dr. Serap Annette Akgiir’e,

Yiiksek lisansimin ilk glinlinde bu yana yolumu aydinlatan ve her tiirli
yardimlari ile bana siirekli destek olan Saymn Aras. Gor. Melike Aydogdu ve Aras.
Gor. Rukiye Doger’e,

Uzun ve zahmetli deneysel g¢alismalarim siiresince bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen, her sorunumu ¢ozen, yol gdstericiligi ve tecriibelerinden yararlanirken

gdstermis oldugu hosgdrii ve sabirdan dolay1 Sayin Halil ibrahim Bostanc1’ya,

Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda ¢alismaktan keyif aldigim, enerjileri
hi¢ bitmeyen, destek ve yardimlarini esirgemeyen Sayin Ozlem Ak, Nevin Emircan

Kopriibasi, Meryem Koruyucu, Berika Sentiirk’e,

Ayn1 zamanda yiiksek lisansim boyunca manevi destekleriyle her zaman

yanimda bulunan tiim yakin arkadaslarima,

Caligmada goniillii olmay1 kabul eden yardimsever goniillilerime (gizlilik

kosulundan dolay1 isimlerinizi yazamiyorum),

Sevgi ve inanglariyla her zaman yanimda olan, i¢imin giilen yiizleri, annem-
babama (Hafize-Hiiseyin Ozbunar); ve diger yarilarim, canim abim-ablama (Mehmet

Ali- Fatma Ozbunar)... Sizin her tiirlii desteginiz olmadan olmazdi biliyorum...
Sonsuz Tesekkiirler...

Izmir/ Subat 2017

Emine
OZBUNAR



Aileme...



OZET
HASHAS TOHUMLARININ GIDA OLARAK TUKETILMESINDEN
SONRA iDRARDA MORFIN SAPTANMASI

Bu ¢alismanin amaci; hashas tohumu ezmesinin gida olarak alinimindan sonra
tilkemiz kanunlar1 kapsaminda yasadisi maddelerden biri olarak kabul edilen
morfinin idrarda bulunma oraninin degerlendirilmesidir.

Calismada secilen on goniillii (8 Kadin, 2 Erkek) belirlenen ii¢ ayr tarihte;
Once beyaz, sonra sar1 ve en son siyah hashas tohumlarindan yapilan ezmeleri en az
100g olacak sekilde kahvaltida tiiketmislerdir. Her bir goniilliiden kahvalt1 6ncesi ve
sonrasinda (0., 2., 4., 6., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde) alinan toplam 227 idrar
orneklerinde yasadis1t madde analizi yapildi.

Idrar 6rneklerinin taramas1 enzimatik immunoassay yontemi (CEDIA- Olmpus
AU400) ile semi-kantitatif olarak yapildi. Hashas tiiketimi sonucunda toplanan idrar
orneklerinde kreatinin normalizasyonu yapildiktan sonra; morfin ve tiirevleri igin
esik deger (cut off) lizerinde elde edilen veriler sirasiyla, beyaz hashas tohumu
ezmesi aliminda %63.4 (n=45/71), sar1 hashas tohumu ezmesi aliminda %73.4
(n=58/79), siyah hashas tohumu ezmesi aliminda %68.8 (n=53/77) bulunmustur.
Pozitif olarak saptanan idrar 6rneklerinin dogrulama ¢alismasi Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (Agilent Technologies 5977 A MSD) ile yapildi. Bu asamada
icinde; morfin i¢in 25-2000 pg/L arasinda dogrusal bir yanit elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayis1 (R?) 0.9804’tiir. Morfinin belirtme alt limiti (LOD) 3
ug/L, tayin alt limiti (LOQ) 10 pg/L dir. 50 pg/L, 100 pg/L, 250 pg/L ve 500 pg/L
(n=3) derisimlerde yapilan ortalama geri kazanim degerleri %97.73-110.75 arasinda
elde edildi.

Hashasin gida olarak alinmasi sonucunda toplanan idrar 6rneklerinin GC/MS
ile analizinde morfin i¢in LOQ degerinin {izerinde elde edilen veriler sirasiyla; beyaz
hashas tohumu ezmesi aliminda %73.2 (n=52/71); sar1 hashas tohumu ezmesi
aliminda %74.7 (n=59/79); siyah hashas tohumu ezmesi aliminda %79.2 (n=61/77)
olarak elde edilmistir.

Calismamizda, hashas tohumlarmi gida olarak tiiketen kisilerin idrar
orneklerinde morfin saptanmistir. Bagimlilik potansiyeli ve keyif verici 6zelligi

nedeniyle suistimali o6nemli bir problem olan morfin kullaniminin, haghag
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tohumlarint gida olarak tiikketiminden sonra ayirt edilebilmesi i¢in hashag
tohumlarinin dogal bilesini olan “tebain” analizi yapilmistir. Bir belirte¢ olarak
secilen tebain analizi i¢in kat1 faz ekstraksiyon yontemi uygulandi ve GC/MS ile
Wiley kiitiiphane taramasi yapilarak goniilliilerin 0. saatleri hari¢ diger saatlerde
alinan idrar 6rneklerinde tebain saptandi.

Sonug¢ olarak, hashas tohumu ezmesini gida olarak tiiketen kisilerin idrar
immunoassay ve GCMS analizleri sonuglarinin 6nemli kismimin esik degerin
tizerinde morfin bulunmustur. Adli toksikolojik analizlerde hashas tohumlarinin gida
olarak alimmi gosteren tebain gibi bir belirtecin analiz edilmesinin 6nemi
gosterilmistir. Ulkemizde hashas tohumu ile yapilan gidalarim tiiketiminin yaygimlig
nedeniyle bu calismada ele edilen adli toksikolojik verilerin ilgili diizenlemelerde

degerlendirilmesi 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Hashas tohumu; morfin; tebain; immunoassay; GC/MS
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ABSTRACT
THE DETERMINATION OF MORPHINE IN URINE AFTER POPPY SEEDS
CONSUMING AS A FOOD

The aim of this study is the evaluation rate of presence of morphine, which is
generally accepted as an illegal substance under the laws in our country, in urine
samples after poppy seed paste consumption as a food.

In this research, ten selected volunteers has consumed first white, later
yellow and lastly black opium poppy seed pastes at breakfast on three different dates,
at rate of 100 grams. The illegal substance analysis was made from total 227 urine
samples obtained from each volunteer before and after breakfast (0, 2, 4, 6, 8, 12, 24
and 48 hours).

Screening of urine samples was made by enzymatic immunoassay (CEDIA-
Olmpus AU400) semi-quantitatively. After creatinine normalization in the urine
samples; the results for morphine and its derivatives were found above the cut off
(300 ng/ml) value; for white opium poppy seed paste % 63.4 (n=45/71), for yellow
opium poppy seed paste % 73.4 (n=58/79), for black opium poppy seed paste % 68.8
(n=53/77), respectively. The confirmation of positive urine samples was made by
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Agilent Technologies 5977A MSD). A
linear response between 25-2000 pg/L was obtained for morphine. The coefficient of
correlation of calibration curve (R?) was 0.9804. The limit of detection of morphine
(LOD) 3 pg/L, limit of quantification (LOQ) 10 pg/L. Made in 50 pg/L, 100 pg/L,
250 pg/L ve 500 pg/L (n=3) concentrations, and average recovery value was found
between %97.73-110.75.

In GC/MS analysis of collected urine samples, morphine’s above value of
LQQ were respectively as obtained; white opium poppy seed paste %73.2
(n=52/71), yellow opium poppy seed paste %74.7 (n=59/79), black opium poppy
seed paste %79.2 (n=61/77).

In this study, after consuming opium poppy seed paste morphine was detected
in urine samples. In order to evaluate consumption of opium poppy seeds for
distinguish opioid abuse, thebaine -the natural composition of poppy seeds- has been
analysed. For thebaine analysis, chosen as an indicator for seeds, a solid phase

extraction method has been applied and by doing Wiley library scanning thebaine
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has been detected after consumption of opium seed paste in all urine samples of
volunteers.

As a conclusion; morphine and derivatives were detected in urine samples
after consumption of poppy seed paste as food with an immunoassay results, mostly
above cut-off value. The importance of analysing an indicator for poppy seeds such
as thebaine has been shown. Because of the common use of poppy seeds food in our
country, these obtained forensic toxicological results, should be taken into

consideration in the relevant legislations.

Keywords: Poppy seed, morphine, thebaine, immunoassay, GC/MS.
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1 GIRIS

Anadolu, tarih boyunca gesitli uygarliklara ev sahipligi yapmis bir konumda
bulunmaktadir. Bu uygarliklarda tarimsal faaliyetler, bolgenin iklim c¢esitliligi
nedeniyle ¢ok cesitli alanlarda yogun bir sekilde yapilmistir ve yapilmaktadir. Bu
uygarliklarin en Onemlileri, Asurlar, Hititler, Selguklular ve Osmanlilar olmustur.
Gliniimiizde tarimin Tiirkiye ekonomisindeki orant azalmis olmakla birlikte, yurtigi
gida gereksiniminin karsilanmasi, sanayi sektoriine girdi temini, ihracat ve yarattigi

istihdam olanaklar1 agisindan hala biiyiik 6neme sahiptir (1).

Hashas (Papaver Somnifirum Linnaeus), kiiltiir bitkilerimizden rekabet giicii
cok yiiksek olan milli bir servet kaynagimizdir (2). Tiirkiye diinya yasal hashas ekim
alanlar1 i¢erisinde %46’lik pay ile ilk sirada yer almaktadir (3).

Haghas bitkisi iki Onemli iirline sahiptir. Birisi kapsiilleri ve bunlardaki
alkoloidleri digeri ise tohumlaridir. Tiirkiye hem morfin ve tiirevleri ihracati

yoniinden, hem de tohum ihracati ile diinya pazarlarinin devamli tiyesidir.

Hashas tohumu bitkinin gida amagli kullanilan kisimlarindan biridir. Yilda
yaklagik 25.000 ton gida amagli hashas tohumu iiretilmektedir. Tohum renkleri
beyaz, sari, acik kahve, pembe, gri- mavi ve ¢ig kahve olabilir. Tiirkiye’de en fazla
yetistirilen hashas tohumlari sirasiyla beyaz, sari ve gri-mavi (siyah) cesitlerdir.
Tohumlar1 kavrularak gerez olarak yendigi gibi ¢orek, pide gibi hamur islerinde ve

tatll yapiminda kullanilir.

Yesil kapsiiliin i¢inde siit borular1 bulunmakta ve bu kanallar 6zel bir salgi
(lateks) igermektedir. Cizilmesiyle bitkinin akan lateksinin havada kurutulmus sekli
drogu olusturur. Bu droga Opium, Tiirkce ‘‘Afyon’’ adi verilmektedir (4).
Giiniimiizde hashas bitkisinde tespit edilen 44 farkli alkaloid bulunmaktadir (5).
Bunlardan en onemlileri morfin, kodein, tebain, narkotin ve papaverindir. Ham
afyonda en fazla morfin bulunmaktadir. Morfin afyon bilesiminde %5-25 arasinda
bir deger almaktadir (6).

Narkotik maddeler grubunda yer alan morfin, daha ¢ok uyusturucu etkisi

nedeniyle kullanilmaktadir. Keyif verici ozellik tasimasindan dolayr aligkanlik



yaparak devamli kullanma ihtiyac1 gosterir ve zamanla artan dozda alma geregini
hissettirir. Alinan miktar az ise morfinin uyarici bir etkisi vardir. Kisi yorgunluk,
aclik, uykusuzluk hissetmez; enerjik ve canli hisseder. Daha sonra ise sersemlik,
uyku hali, gozbebeklerinin kiigiilmesi, fiziki faaliyetlerin azalmasi, bulanti, kan
basincinin azalmasi, yiiz renginin solmasi, kusma, kasint1 ve solunum durgunlugu

gibi etkileri vardir (7).

Bagimlilik yapic1 madde tayinlerinde farkli 6rnek tipleri kullanilabilir. Ornek
se¢ciminde maddenin atilim1 yol, biriktigi doku ve yarilanma omrii gibi kriterler goz
ontinde bulundurulmalidir. Tayinlerde idrar, kan (serum), mide igerigi, gbz sivisi, ter,
tiikiiriik/oral stvi, sa¢ en sik kullanilan &rneklerdir. idrar; viicuda alman yabanci
maddelerin metabolize olduktan sonra metaboliti en yliksek oranda saptandigi
matristir. Numunenin kolay temin edilebilmesi ve analiz tekniklerinin bu yénde daha
cok gelistirilmis olmas1 nedeniyle analizlerin idrar lizerinden yapilmasina siklikla

rastlanmaktadir.

5237 sayili Tiirk Ceza Kanunu 188. maddesinde uyusturucu maddeler arasinda
morfin de yer almaktadir. Morfin kullanimi, sugtur ve cezayr yar1 oraninda
arttirmaktadir (8). Afyon alkaloidleri elde edilen hashas bitkisinin, gida olarak
tohumlarinin tiikketilmesi ile biyolojik orneklere yapilan toksikolojik testler iizerinde

etkisini gozden gecirmek igin bu yiiksek lisans ¢aligsmasi planlanmustir.

Calismada secilen on goniillii belirlenen ii¢ ayr tarihte; 6nce beyaz, sonra sar1
ve en son siyah hashas tohumlarindan yapilan ezmeleri en az 100g olacak sekilde
kahvaltida tiikketmislerdir. Her bir goniilliiden kahvalt1 6ncesi ve sonrasinda (0., 2., 4.,
6., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde) alinan toplam 227 idrar 6rneklerinde yasadist madde
analizi yapilmistir. Goniillilerden alinan idrar Ornekleri Once enzimatik
immunoassay yontemi (Olmpus AU400) ile opiyat, numunede saflik, kreatinin, 6-
monoasetilmorfin (6-MAM,eroin metaboliti) parametrelerine bakilmistir. Pozitif
idrar orneklerinin dogrulama calismasi sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilarak
morfin, hashas tohumlariin gida olarak alimini gosteren belirteg olan tebain igin
kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanilarak GC/MS cihazinda analizleri yapilmistir.
Haghas tohumu ezmesinin gida olarak alinimindan sonra {ilkemiz kanunlar
kapsaminda yasadis1 maddelerden biri olarak kabul edilen morfinin idrarda bulunma

oraninin degerlendirilmistir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Hashas
2.1.1 Hashas Bitkisinin Tarihcesi

Haghag kiiltliriiniin ne zaman ve nerede basladigi yillardir tartisma konusu
olmustur. Diinya’nin gesitli bolgelerinde milattan 6nceki ¢aglardan bu zaman kadar
hashas yetistirilmektedir. Mezopotamya’da Siimer ve Asur uygarliklarinda MO 3 bin
yillarinda hashas bitkisinin varli§i hakkinda deliller goriilmektedir. Sitimerler
doneminde ilk kez organize bir sekilde cift¢ci topluluklar1 tarafindan baslica
yetistirilen bitkilerden birisinin hashas oldugu belirtilmektedir. Siimerler haghasi
“Nese bitkisi” olarak adlandirmislardir ve onun tohumlarimi yiyecek olarak

kullanmuslardir (9).

Asurlara ait bazi  kabartmalarda hashas resimlerine rastlanildig:
belirtilmektedir. Bu devre ait bir Asuri kabartmasinda kral elinde “lotus ve hashas
demetleri” tutmaktadir. Boylece bu kabartma, bu bitkinin daha o zamanlar

tanindigin gosterir (10,11).

Anadolu’da kurulan Hitit uygarliginm, MO 2 bin yillarinda, bassehri Hattusas
(Bogazkody)’da bulunan tabletlerde bitkisel ila¢ tanimlarina (drog) rastlanmistir. Bu
tabletlerde hashas “Gis hassikka” ismiyle geger. Hittitce’de bu kelime sizincaya,
donuncaya kadar i¢cmek, uyumak ve yatistirmak fiiliyle baglantilidir. Hititler
hastaliklara iyi gelmesi nedeniyle hashasi kutsallagtirmis ve hasimlarina satigin
cezalandirmak kaydiyla yasaklamiglardir (12). Ayrica Hittitler bir sehre

“hassikkagnauanta” ismini vermisler ve hashasli ekmek yapmislardir (13).

MO 12 yy da Hitit imparatorlugunun yikilmas ile Gaziantep civarmda kurulan
Kargamis beyliginin (MO 1050-850 dénemi) ana tanriga olan Kububa (bereket
tanris1)’nin elinde hashas kapsiili motifi bulunan tas kabartma Ankara Anadolu
Medeniyetleri Miizesinde sergilenmektedir. MO 150-100 yillarinda Synnada (Suhut-

Afyon) sehrinin bagimsizligini belirten para motifleri kullanilmistir (12).

Dioscorides MS 20-79 yillarinda yasamis, Kozan ilgesinin kuzeyinde bulunan
Anazarba sehrinde dogmus bir Grek hekimidir. Padanius takma adiyla taninir.

Osmanli donemi kitaplarinda “Skoridos” olarak bilinir. Grekce olarak yazdig ilaglar
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bilgisi adl1 kitab1 Arapga’ya “Kitab-al Hasayis” olarak gevrilmistir. Bu eserde hashas

resmi vardir (14).

MS 150-170 yillarinda Apameia (Dinar-Afyon)’da bulunan lahidin (Roma
donemine ait mermer mezar) slis motiflerinde hashas kapsiilii kabartmalar1 vardir

(15).

Anadolu’ya ve yakin doguya kesif gezileri yapan Pierre Belon, Josep-Pitton de
Tournefort gibi seyyahlar, seyahatnamelerinde Tiirklerde hashas ekimi, afyon elde
edilisi, kullanig1 ve ticareti hakkinda ayrintili bilgiler vermektedirler. Fransiz hekim
Pierre Belon (1517-1564) Anadolu’yu gezmis ve yazdigi kitapta afyon elde edilisi,
cinsleri hakkinda genis bilgiler verilmistir. O zamanlar lilkemizin Paflangonya (Bolu
civari), Kapodakya (Kayseri-Nigde civari), Klikya (Antalya civari) bolgelerinde
genis olarak hashas ekilmektedir (13).

Anadolu’dan afyonun her déonemde Dogu ve Bat1 iilkelerine satis1 olmustur.
1550 1i yillarda Istanbul Siileymaniye’de afyon tiryakileri i¢in satis yapan bir ¢arsinin
da var oldugu bilinmektedir. Tiryakiler Carsisi da denilen bu ¢arsida “esnaf-1 ehl-i
keyf” ve “afyoncuyan” adlariyla anilan, hashas kapsiiliinden elde edilen afyonlari
cesitli islemlerden gecirdikten sonra macun haline getiren bir esnaf sinift mevcuttu

(15).

Anadolu’da yetistirilen afyon cinslerinin ilk analizleri Faik Pasa (Giorgio
Dellasudda 1831-1913) tarafindan yapilmistir. Afyon ¢esitlerini gosteren koleksiyon
yine Faik Pasa tarafindan hazirlanmis ve 1867 Paris uluslar arasi sergide tanitilmistir
(13).

[lk Afyon fabrikast 1613 yilinda Hindistan’in Surat sehrinde Fransiz-Hint
isbirligi ile kurulmustur. Hashas bitkisi tarihsel olarak c¢ok onceki zamanlarda
giinlimiize Anadolu’da yetistirilmekte olmasina ragmen fabrikasyon halinde isleme
yoluna gidilmemistir. Hashas bitkisi kapsiilii uzun yillar ¢izilmis ve elde edilen afyon
sakizinin ihracati yapilmistir. Oysa Ingiltere’de 1837 yilinda, Almanya’da 1886
yilinda (Knoli AG firmas1 7 Agustos 1886 yilinda Metilmorfin=Kodein ve Etilmorfin
icin patent almistir), Fransa’da 1847 yilinda, Amerika’da 1898 yilinda afyon

alkoloidleri tiretimi ¢aligmalar1 baglamistir (15).



Hashasla ilgili 1931 yilinda afyon antlagsmasi Cenevre’de imzalanmistir. Bunun
geregi 2253 sayili kanun ile Uyusturucu Maddeler Inhisar1 (UMI) kurulmustur. 1933
yilina kadar serbest olan afyon iiretimi-alimi-satis isleri 1933-1938 aras1 UMI

tarafindan yapilmistir (16).

Cizilmemis hashas kapsiillerinden afyon alkoloidleri iiretilmesi i¢in Toprak
Mahsulleri Ofisine (TMO) baglh olarak Afyon ili Bolvadin ilgesinde Afyon
Alkaloidleri Fabrikas1 kurulmustur. Bu fabrika 1981-1982 doneminde tretime
baslamistir. Bu fabrika yillik 20.000 ton c¢izilmemis hashas kapsiilii isleme
kapasitesiyle alaninda diinyanin en biiyiik fabrikasidir.

2.1.2 Hashas Ekimi
2.1.2.1 Diinya

Diinyada uyusturucu maddelerin ekimi, tiretimi, ithali ve ihracini lilkemizin de
imza koydugu Birlesmis Milletler Uyusturucu Maddelere Dair 1961 TEK Sozlesmesi
(Single Convention on Narcotic Drugs) ve tadiline iliskin 1972 Protokolii'ne gore
diizenlenmektedir. Giiniimiizde hashasin yasal ekimine iilkeler ¢apinda bakildiginda
ana iiretici olarak Tiirkiye, Hindistan, Avustralya, Fransa, Ispanya, Macaristan’da yer
almaktadir (Tablol). Birlesmis Milletler geleneksel hashas iireticisi olarak, Tiirkiye
ve Hindistan kabul etmistir (3).

Tablo 1. Diinya Ana Uretici Ulkeler Bazinda Yasal Hashas Ekim Alanlar1 (Hektar)
(17)

Yillar | Tiirkiye | Hindistan | Avustralya | Fransa | ispanya | Macaristan | Toplam
2010 | 51.897 | 12.237 9.127 9.400 | 6.439 7.308 96.408

2011 | 54.911 | 16.518 10.973 8.592 | 9.488 6.025 106.507
2012 | 13.511 | 12.092 8.352 8.680 | 8.762 3.929 55.326

2013 | 32.277 5.619 11.484 |10.209 | 8.700 2.600 70.889

2014 | 26.621 5.329 7.210 9.060 | 8.521 5.560 62.301

2015 | 61.591 5.423 7.410 8.450 e 5.120 87.994
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Grafik 1. Diinya yasal hashas ekim alanlar1

Tablo ve grafikten goriildiigii gibi son bes yillik verilerin ortalamasina gore

tilkemiz diinya yasal hashas ekim alanlari igerisinde %46°lik bir paya sahiptir
2.1.2.2 Tiirkiye

Ulkemizde hashas ekimi; 3298 Sayili Uyusturucu Maddelerle Ilgili Kanun ve
Yonetmelik ¢ercevesinde, lisansa tabi, kontrolli ve c¢izilmemis haghas kapsiilii
tiretimi seklinde yapilmaktadir. Birlesmis Milletler Teskilatinca iilkemize verilen
70.000 hektar limit dahilinde Bakanlar Kurulunca hashas ekimine miisaade edilen
yerlerde (TMO) Genel Miidiirliigiince yapilan planlama cergevesinde hashas ekimi
ve ¢izilmemis kapsiil iiretimi yaptirilmaktadir. Yillara gore degismekle birlikte 2015
yili sonbaharindan itibaren Tiirkiye’de Resiml’de goriinen illerinde izin belgesi
alarak hashas ekimi serbesttir. S6z konusu 70.000 hektar ekim limiti, ekilis ve tiretim

potansiyelleri dikkate alinarak yerlesim birimlerine dagitilmaktadir (3).
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Resim 1. Tiirkiye’de haghas ekimine izin verilen iller

Ulkemizde yaygin sekilde gida amagh tiiketilen hashas tohumlar1 serbest
piyasada yasal olarak satilmaktadir. Uretilen hashas tohumlarindan bir kismi ¢iftgi
ihtiyaglar1 i¢in ayrilmakta gerisinin ise ¢ift¢inin elinde kalmamasi, deger fiyatinin
altinda satilmamasi amaciyla 1988 yilindan itibaren TMO hashas tohumu alimiyla
gorevlendirilmistir. Hashasin ithalati, i¢ tiiketimi karsilayacak sekilde yeterli diizeyde

hashas tohumu tiretimi bulundugundan yapilmamaktadir.

2.1.3 Hashas Bitkisinin Genel Ozellikleri

Tarimi yapilan ve cesitli sekillerde faydalanma imkani olan hashas bitkisinin

bilimsel siniflandirilmasi diger bitkiler arasindaki yeri su sekildedir:
Takim :Rhoedales
Familya  :Papaveraceae
Cins :Papaver
Tiir :Papaver somniferum L. (18)

Afyon Ingilizcede Opium, Latincede Succus papaveris olarak gegmektedir.
Hashas bitkisi gelincik bitkisinin akrabasi oldugundan gelincikgillerin Latincede ismi
Papaverdir. Somniferum ise uyku getiren, uyutucu, uyku verici, riiya gordiiriici

anlamindadir. Opium, greakce opos=usare, afyon ise fars¢a afium=uyku



kelimelerinden gelmektedir (19). Yazilisindaki L harfi kisaltmasi kesfeden bilim

adaminin ismi “Linnaeus” ilk harfidir.

Papaveraceae familyas: 28 cins ve tanmimlanmis yaklasik 250 tiir bitkiyi
kapsamaktadir. Bu familyaya baglantili bitkiler diinyada Kuzey Yarimkiirenin 1liman
ve savan bolgelerinde yayilis gostermektedir. Bu familyadan 5 cinsi Tiirkiye de
bulunmaktadir (20). Bu cinslerden biri olan Papaver L. cinsinin diinya iizerinde 110
kadar tirti oldugu bildirilmektedir (21,22). Tiirkiye’de ise Papaver L. cinsinin
tanimlanmis 36 tiiri oldugu bildirilmektedir. Bu tiirlerin yaris1 tek yillik, yaris1 iki
veya cok yillik otsu bitkilerdir. ki ve ¢ok yillik olan tiirlerin kok sistemi tek yillik
tiirlerin kok sistemine gore daha gii¢liidiir. Papaver L. cinsinin ¢i¢ekleri genis yiizeyli

olup gosterislidir ve renkleri beyaz, eflatun, pembe veya kirmizi olabilmektedir (23).

Papaver somniferum bitkisinin Tiirkge isimi hashastir. Gelencksel olarak
binlerce yildan beri yetistirilen bu bitki, ililkemize uluslararasi platformlarda

geleneksel tiretici olma 6zelligini kazandirmistir (24).
Bu bitkinin iki alt tiirli vardir:

1) Papaver Somniferum Subspecies (subsp.) Subspontaneum: Bu alt tiire ‘‘agik
hashas’’ adi1 verilmektedir. Kapsiilleri olgunlasinca iistten delikler agilir ve tohumlar

buradan topraga dokiiliir.

2) Papaver Somniferum Subsp. Anatolicum: Bu alt tiire “kor hashas’” adi

verilir. Kapsiiller olgunlasinca bile kapali kalir.

Anadolu’da. Papaver Somniferum Varyete (P. Somniferum var.) olarak ise 4’e

ayrilir;

a) P. Somniferum var. album (beyaz ¢icekli)
b) P. Somniferum var. nigrum (mor ¢igekli)
¢) P. Somniferum var. setigerum (koyu-mor ¢igekli)

d) P. somniferum var. glabrum (kirmizi-mor ¢igekli) (19).



Resim 2. Hashas bitkisinin degisik iilkelere ait gesitleri

Tiirkiye’de tarimsal amagli agirlikli olarak P. Somniferum subsp anatolicum alt
tiirlinlin beyaz ve mor ¢igekli varyeteleri kullanilmaktadir (6). Ayrica yiiksek morfin
iceriginden dolayr yalnizca ikisi P. somniferum var. album ve P. somniferum var.
glabrum tercih edilmektedir (19).

Haghas bitkisinin boyu iklim ve yetisme sartlarina bagli olarak 30-170 cm
arasinda degisebilmektedir. Normal sartlarda yetistirilen ana kapsiiliin yerden

yiiksekligi ortalama 1 m civarindadir (18,25).



Resim 3. Degisik tiirlerdeki hashas kapsiilleri
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2.1.4 Hashas Bitkisinin Boliimleri
2.1.4.1 Hashas Kapsiilii

Hashas bitkisinin meyveleri olarak bilinirler. Hashas kapsiiliiniin
mezokarpinda, boyuna siit borular1 ve borularin iginde 6zel bir salgi (lateks)
bulunmaktadir. Ulkemizde hashas kapsiiliiniin yesil iken cizilmesi yasaktir ve
birtakim yaptirimlar1 vardir. Tarlada gelisiminin tamamlayan kapsiil kendi 6zel
rengini alir ve tohumlar bdlmelerden ayrilir. Tohumlar kapsiillerin igerisinden
kirilarak alindiktan sonra kiispesi Afyon Alkaloidleri Fabrikasinda islem gérmek
tizere toplanir.

Tam olgunlagmadigr donemde yani yesil renkli iken kapsiiliin ¢izilmesiyle
akitilan lateksin havada kurutulmus sekli drogu olusturur. Bu droga Opium, Tiirkge
“Afyon’’adi verilmektedir. Ham afyon saridan kahverengine ve siyaha kadar
degisen renkte; taze iken elastiki ve kuruyunca sertlesen bir kiitlesi vardir (19). Genel
olarak 700-800 g agirliginda, somun seklinde, hashas veya labada yapragina sarili
topaklar halindedir. Ozel bulandiric1 bir kokusu ve ac1 bir tadi vardir (26).

Resim 4. Yasken ¢izilen kapsiilden akan lateks ve toplanma sekli

Kapsiildeki afyon miktar1 %0.2-0.8 arasinda degismekle beraber yapilan 1slah
caligmalar1 neticesinde bu oran %]1’e ulasmis durumadir. Alkaloidler bitkilerden elde
edilen, genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik etkilesim gosteren, halka

icinde bir veya birden fazla azot tasiyan, bazik karakterli maddelerdir. Afyonun
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uyusturucu etkisi icindeki alkaloidlerden ileri gelmektedir. Bunlara genel olarak

afyon alkaloidleri denir. Tablo 2°de goriildiigii gibi afyonda 6nemli sayilan yaklagik

23 tane alkaloid bulunmaktadir (27).

Tablo 2. Afyonda bulunan alkaloidlerin bazilari, kapali formiilleri, kesfeden kisinin

ismi ve kesfin yapildig: yillar (27)

Ad1 Formiilii Kesfeden Kisinin ismi Kesif yili
Morfin C17H19O3N Sertiirner 1816
Narkotin CoH2307N Robiquet 1817
Kodein C1gH»1 03N Robiquet 1832
Narsein Cy3H,708N Peletiner 1832
Tebain C19H2103N Merck 1835
Pseudomorfin C17H1503N Smiles 1835
Papaverin CyoH21 04N Hesse 1848
Kriptopin C21H2505N Hesse 1864
Roadin Cy1H»1 06N Hesse 1867
Lantopin Cy3Ho504N Hesse 1870
Mekonidin C21H2304N Hesse 1870
Kodamin CyoH2504N Hesse 1870
Lavdanin CyoH2504N Hesse 1870
Lavdonasin Ca1H2;04N Hesse 1871
Hidrokotarnin C1oH1503N Hesse 1871
Oksinarkotin CyoH»308N Becket ve Wright 1876
Protepin CooH1905N Hesse 1878
Ksantalin Ca0H190sN Smith 1893
Papaveramin Co1Ho506N Hesse 1903
Aporein C18H1602N Pavesi 1905
Neopin Ci8H2104N Smith 1911
Porfidroksin C19H2304N Rakshit 1919
Narkotolin Co1H2107N Wrede 1937
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Serturner’in 1805 yilinda afyon haghasindan morfini izole etmesinden bu giine
kadar 44 alkaloid izole edilmistir (5). Ancak tipta ve eczacilikta daha ¢ok kullanilan
ve hashasta en fazla bulunan morfin, kodein, tebain, noskapin, papaverin
alkaloidlerinin izolasyonu ve tlirevlendirilmesi konular1 tizerinde arastirmalar

yogunlagtirilmistir.

2.1.4.1.1 Morfin

Sekil 1. Morfinin yapisi

* JUPAC: 7,8 didehidro—4,5epoksi-17 metilmorfinan-3,6 diol
* Morfinin kapali formiilii C17H19NO3 dur.

* Molekiil kiitlesi: 285.34 dur.

*0071.56 C, %6.71 H, %4.91 N, %16.82 O icermektedir.

* Yar1 kararli fazdadir.

* Bazik karakterdedir.

* Erime noktas1 197°C dir.

* Yiiksek erime yapisinda olanlar 190-200°C araliginda siiblimlesir.

Morfin kelimesi eski ¢aglardaki riiyalar tanrist Morpheus’dan gelmistir. Ham
afyon icerisinde miktar1 en fazla olan alkaloid morfindir. Derisim orani %5-25’e
kadar degismektedir. Morfin molekiilii, biri fenolik iki hidroksil grubu tasiyip 5
halkadan olusmaktadir. Bu halkalardan ikisi heterosikliktir; diger ti¢ii, bir fenantren

halkast meydana getirmek {izere birlesmistir (28,29). Saf morfin, beyaz billuri bir
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tozdur, suda ¢oziinmez ve asitlerle suda ¢oziinen tozlar meydana getirir. Afyondan
kimyasal yollarla ayrilarak elde edilen morfin, kapsiil blok tablet veya siv1 seklinde

bulunabilir. Havada bozulmaktadir. Tad1 acidir.

Morfin asetik anhidritin asetilasyon prosesiyle diasetilmorfin olan Eroine
asetillenmektedir (30).

2.1.4.1.2 Kodein

Sekil 2. Kodeinin yapisi

* JUPAC 7,8-didehidro-4,5-epoksi-6-dihidroksi-3-metoksi-N-metilmorfinan
* Morfinin kapali formiilii C1gH2;NO3 dur.

* Molekiil kiitlesi 299.4 tiir.

*0672.2 C, %7.07 H, % 4.68 N, %16.03 O igermektedir.

* Bazik karakterdedir.

* Erime noktas1 154-156°C dir ve 1siktan etkilenmektedir.

* Suda, eterde, kloroformda ve etanolde ¢oziinmektedir .

Morfinin monometil eteri olup drogda %0.5-3 kadar bulunmaktadir. Ham
afyonun bilesiminde dogal olarak diisiik oranda bulunur. Yap1 yoniinden morfinin 3-
metil eteri olarak degerlendirilebilir. Morfinin fenolik hidroksil grubundan

metilenmis (3-metilmorfin) seklidir (28,29).
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Fosfat ya da siilfat tuzlar seklinde dogrudan kullanilabilen bir ilagtir. Analjezik
etkisi morfine gore daha azdir (15). Bu nedenle hafif ve orta siddetli agrilara karsi
kullanilmaktadir. Diisiik dozlarda analjezik etki gostermezken antitusif etki
gostererek Oksiirtigii baskilar. Kodein, aspirin gibi ilaglara katildiginda onlarin
analjezik etkisini oldukga arttirir. Kodeinin toksik etkisi ve bagimlilik yapma 6zelligi

de morfine gore daha azdir (6,31).

2.1.4.1.3 Tebain

Sekil 3. Tebainin yapisi

* JUPAC 3,6-dimetoksi-4,5-epoksi-6,8-dien-N-metilmorfin
* Morfinin kapali formiilii C19H21NO3 dur.

* Molekiil kiitlesi: 311.4 tiir.

*0%73.29C, % 6.8 H, % 4.5 N, % 15.41 O igermektedir.

* Bazik karakterdedir.

* Erime noktas1 193°C dir

Tebain eskiden afyon ihra¢ eden Misir sehri Teb’den gelmektedir (32). Ham
afyonun yapisinda dogal olarak bulunmaktadir. Morfinin iki hidroksil grubunun

metillenmis seklidir. Drogda %0.2-1 oraninda bulunmaktadir (28,29).

Tebainin toksik etkisinden dolayr dogrudan tibbi kullanimi yoktur (33,34).

Ancak tebainden elde edilen yarisentetik opioitler narkotik analjezik, antitusif ve
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sedatif Ozellikleri sayesinde c¢ok fazla kullanim alani bulmus ve tebainin ticari
degerini artirmistir. Tebain tiirevi yarisentetik ilaglarin en 6nemli 6zelliklerinden biri
de uyusturucu bagimlilig tedavisinde kullanilmasidir. Ticari olarak en ¢ok tiretilen
tebain tiirevi oksikodondur (35). Tebain tiirevlerinin kullanim alanlarinin artmasiyla
tebaine olan ihtiyag da artmistir. Bu nedenle hashasta tebaine gore daha fazla

bulunan kodein kullanilarak da tebain sentezi yapilmaktadir (36).

2.1.4.1.4 Papaverin

C @]
o

Sekil 4. Papaverinin yapisi

* IUPAC 6,7-dimetoksi-1-(3,4-dimetoksibenzil)-izokinolin
* Morfinin kapali formiilii CooH21NOy4 dur.

* Molekdil kiitlesi: 339.4 tiir.

*0070.78 C, %6.24 H, %4.13 N, %18.86 O icermektedir.
* Asidik karakterdedir.

* Erime noktas1 146-148°C dir

* Etanol,piridin, eterde ¢6ziiniirken suda ¢oziinmemektedir .

Afyonda %0.5-1.3 oraninda bulunan mindr bir alkaloiddir. Papaverinin
benzilizokinolin halkasi vardir. 4 metoksil grubu tasimaktadir (37). Antispazmodik
etkisinden dolay1 tipta kullanilmaktadir (28,29).
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2.1.4.1.5 Noskapin

Sekil 5. Noskapinin yapisi

*(-)-a-(1,2,3,4-tetrahidro-8-metoksi-2-metil-6,7-metilendioksiizokinol-1-yl)-5,6-
dimetoksiftalid

* Morfinin kapali formiilii C;,H23NO- dur.

* Molekiil kiitlesi: 413.4 tiir.

*9063.92 C, %5.61 H, %3.39 N, %27.09 O igermektedir.

* Erime noktas1 146-148°C dir

* Eter ve etanolde ¢ok az ¢oziiniirken kloroform ve alkolde ¢oziinmektedir.

Onceleri morfin gibi narkotik samldig1 igin adina narkotin denilmistir. Drogda
morfinden sonra en fazla noskapin bulunmaktadir (%2-10). Seyreltik HCI ile
tiikketilerek NaOH ile ¢oktiiriilebilir. Narkotin, ftalil izokinolin halkasi igerir ve ikisi
birlesmis olmak tlizere 5 metoksil grubu tasir. Azot metillidir. Beyaz kristaller

goriinimiindedir (28,29).
2.1.4.2 Hashas Yaprag

Hashas bitkisinin oval sekilli, sapsiz, gri yesil renkli yapraklaridir. Yapraklarin
kenar1 ¢ift disli olup dalgalidir. Hemen hemen tiiysiiz olan bu yapraklar toplandiktan
sonra goélgede kurutularak drog elde edilir. Yapraklar % 0.02 ile 0.4 toplam alkaloid
ihtiva etmektedir. Bu yapraklardan haricen agr1 kesici olarak yararlanilmaktadir (26).
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2.1.4.3 Hashas Tohumu

Beyazdan siyaha kadar degisik renklerde ve 1 mm ¢apinda kiigiik kiiremsi
tohumlardir (38). Hashas elde edildikten sonra tarlada kendi haline birakilir,
kapsiiller sararir, sallandigi zaman tohum sesi geliyorsa artik tohumlar

olgunlagmistir.

TR D O L L

Resim 5. Hashas kapsiilii ve tohumu

Hashas tohumlar1 degisik renklerde; gri-mavi, sari, beyaz, ¢ig kahve ve pembe

olabilmektedir.

Resim 6. Farkli renk haghas tohumlari
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Tirkiye’de en fazla yetistirilen hashas tohumlar1 sari, gri-mavi ve beyaz

siralamasindadir.

Haghag tohumlar1 renklerine gore ¢ok amagli kullanilmaktadir. Sar1, kahverengi
ve beyaz tohumlardan elde edilen yag, yemeklerde kullanildigi gibi ¢abuk kuruma
ozelliginden dolay1 boya sanayinde ve ayrica sabun iiretiminde de kullanilmaktadir.
Gri-mavi renkli tohum ise 6zellikle Avrupa ve Amerika’ya 1988’den bu yana ihrag
edilmektedir (37).

2.1.5 Hashas Tohumu Ezmesi Yapimi

Hashas tohumu ezmesi, hashas tanelerinin makine yardimiyla ya da eski usul
hashas tasinin iizerinde siirterek elde edilir. Ulkemizde geleneksel olarak tiiketilen bir

gida tirliniidiir.

Vitamin ve mineral madde iceriginin yaninda onemli oranda yag igerigine
sahip olan hashas tohumu, lineloik asit, oleik asit ve omega yag asitlerince zengin
doymamis yag aside bilesimi ile insan beslenmesinde onemli bir kaynak olarak

degerlendirilmektedir (15,39). Hashas ezmesi yapim semas1 Sekil 6°da verilmistir.

——— ——
Kavurma Sogutma Ezme

Sekil 6. Haghas tohumu ezmesi yapimi

Hashas tohumu ve ezmesi; ¢ogunlukla ekmek, simit, borek, kek gibi hamur
islerinde pasta ve lokum siiselemelerinde, tathilarin i¢ harcinda kullanilmaktadir.

Ayrica hashas ezmesi tipki ¢ikolata gibi sabah kahvaltilarda da tiikketilmektedir.
2.2 Morfinin Farmakokinetigi

Bir kimyasal maddenin etkisini gostermesi i¢in, giris yollarindan absorbe

olmasi ve etki yerine belirli konsantrasyonda ulagsmasi gerekir. Ancak maddenin etki
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yerindeki konsantrasyonunu etkileyen faktorler, o maddenin organizmada ugradig

degisime modeline baglidir. Bu degismeler; giris yollar1 ve absorbsiyon, dagilim,

biyotransformasyon ve atilim olarak siniflandirilabilir (40).

Oral Pulmoner Enjelsivonel vollar Dermal
¥ L J
Gastroestantinal Akoger
Yol
L l
l Pulmoner
Karaciger |qg arter
l I
i
i
i
Safra :
i
i
l ¥ i ¥ ¥
.
Ean ve Lenf Dolasimm
Elestraseliiler Yaz
s1v1] +
¥ l
Anlm Yollan Crzanlarda
toplanma
l l l Salgilama sistemler
(5iit, Salva zibi)
Der Akozer Bobrek
v | | 1
Faces Ter Elprasiyon Idrar
Havan

Sekil 7. Maddelerin organizmaya giris yollari, dagilimi ve atilimlari (40)
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2.2.1 Morfinin Absorpsiyon

Morfin genellikle 10-15 mg dozunda cilt altindan enjeksiyon suretiyle
uygulanir. Doku i¢inden c¢abuk ve tam olarak absorbe edilir. Bu yollardan
uygulanmasindan sonra analjezik etkisi ortalama 20 dakikada baslar, 45-90 dakikada
maksimuma erisir ve 4-6 saat kadar devam eder. intravendz yollardan
uygulandiginda etkisi 1-2 dakikada baslar, 10-20 dakikada maksimuma ulasir ve kisa
siirer. Verilen morfin dozunun %90°1 24 saat i¢inde elimine edilir. Burun mukozasina
soliisyon olarak uygulandiginda nispeten kolay bir sekilde absorbe edilir. Rektum
(digkinin atilimdan once tutuldugu yer) mukozasindan da absorbe edilir. Agiz
yoluyla alindiginda mide barsak kanalindan tam olarak absorbe edilir. Fakat bu
yoldan alinan morfinin 6nemli bir kismi karacigerden ilk gegiste eliminasyona

ugradigi igin kan diizeyi ve etki giicii diisiik olur (7).
2.2.2 Morfinin Dagilim

Plazma proteinlerine %35 oraninda baglanir. Parenkimatéz dokulara
(karaciger, akciger, dalak, bobrek) hizla dagilir; bu nedenle kandaki konsantrasyonu
cabuk diiser. Etkin kan konsantrasyonu 65 ng/ml, dagilim hacmi 230+60 L dir.
Temel etki yeri santral sinir sistemi olmasina karsin, 3. ve 6. karbon atomlarinda
tasidigr hidrofil gruplar (-OH) nedeniyle, kan-beyin engelini asarak santral sinir
sistemine ulagabilen madde miktar1 azdir. Plazma yarilanma 6mrii yaklasik 2 saattir

(41).
2.2.3 Morfinin Metabolizmasi ve Eliminasyonu

Morfinin biiyiikk kismi, karacigerde fenolik hidroksil grubu iizerinden
glukuronik asitle birlesmek suretiyle inaktive edilmekte ve idrardaki morfinin ¢ogu
bu konjugat seklinde olmaktadir. Biitiin viicuda yayilarak bobrekler, karaciger,
akciger, dalak, beyin ve kaslarda birikir, siit ve terde eser miktarda rastlanir.
Morfinin bu en 6nemli metabolik tepkimesi Sekil 8’de gosterilmektedir. Bu yolla
morfin-3, morfin-6, morfin 3,6-glukuronitlere dontismektedir. Diger bir tepkime N-
demetilasyondur. Enjeksiyon yoluyla uygulama sonrasi morfinin %90°1 24 saatte
idrarla atilmaktadir. %10 serbest morfin, %65-70 konjuge morfin, %1 normorfin, %3
normorfin glukuronit halinde viicuttan atilir. Agizdan alindiginda morfinin %60°1 24

saatte idrarla atilmaktadir. Yaklasik %3’u 48 saatte serbest morfin olarak atilir.
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Morfinin idrarla atilimi idrarin pH sma da baghdir. Idrar asidik olduk¢a morfinin
serbest halde atilimi, bazik olduk¢a morfinin glukuronitler halinde atilimi
artmaktadir. Dozun yaklasik %10’u safra ile atilir. Morfin, ayn1 zamanda kodein ve
eroinin metabolitidir (42,43). Safra ile atilan miktar %7-10 oraninda olup,
enterohepatik dolagima (safra tuzlart ve diger maddelerin yinelenen dongiiyle
karacigerden atilmasi, bunlarin daha sonra bagirsak mukozasindan gegerek tekrar

karaciger hiicreleri tarafindan alinmasi ve tekrar bagirsaga atilmasi) girer (7).

S
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Morfin Morfin-3- Glukuronit
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Sekil 8. Morfinin metabolizmasi
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Sekil 9. Hagshas tohumu metabolizmas:
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2.2.4 Morfinin Etkisi ve Toksikolojisi

Madde etkilerini, hiicre membraninda yerlesmis 6zel reseptorlere baglanarak
olusturur. Bu reseptorlerin tanimlanmasi ve alt tiplerinin saptanmasi son yillarda
yapilan arastirmalar ile gergeklestirilmistir. Opioidlerin bu giine kadar kendilerine
Ozgii 4 tip reseptor kanitlanmistir. Bunlar: mii (), kappa (k), sigma (s) ve delta (0)
reseptorleridir. Morfin p, K, ve 0 reseptorlerine agonist etki gostermektedir. Mii
reseptOriine afinitesi, diger reseptorlere oranla daha fazladir. Sigma reseptorlere

etkisi ise hentiiz tam olarak bilinmemektedir (41).

Morfinin farmakolojik etkileri; analjezi, 6fori-disfori, sedasyon (uyku hali),
solunum depresyonu, dksiiriik kesici etki, bulanti ve kusma, miyozis (gdz bebeklerini

kiigiilmesi) vb sayilabilir (7).

Tolerans ve bagimlilik: Morfinin terapotik dozlarinin kisa araliklarla
tekrarlanarak verilmesi, olusan etkilerin bazilarinda azalmaya neden olur (tolerans).
Morfinin bu sekilde kullanilmast sonucunda, siirekli morfin alinmasini gerektiren,
alinmadiginda karakteristik belirtilere yol acar ve fiziksel bagimlhilik adi verilen
durum gelisir. Morfinin direkt toksik etkileri, farmakolojik etkilerinin uzantisidir.
Hiperaktivite, solunum depresyonu (solunumun yavaglamasi durumu), bulanti,
kusma, kafa i¢i basincinin artmasi vb. bu etkilerin bazilaridir. Doguma yakin
kullanilirsa, morfin plesantay1 asarak, kan beyin engeli gelismemis fetiisiin beyninde
yiiksek konsantrasyona ulasabilir ve dogumdan sonra bebekte solunum depresyonu

gelisebilir (41).
2.3 Yasadist Maddelerin Tayininde Kullanmilan Biyolojik Ornekler

Bagimlilik yapict madde dlgiimlerinde farkli drnek tipleri kullanilabilir. Ornek
seciminde maddenin atilimi yol, biriktigi doku ve yarilanma 6mrii gibi kriterler goz
oniinde bulundurulmalidir. Olgiimlerinde kullanilan 6rnekler; kan (serum), idrar,
mide igerigi, gbz sivisi, ter, tikiiriik/ oral sivi, sag...vb. sekilde siralanabilir (44). Bu

calismada idrar materyali kullanilmistir.

Idrar; ila¢ kullanan kisinin kanmim bobreklerden filtre edilmesi ve ilaglarin
idrarda yogunlasmasi nedeni ile idrar kullanigh bir 6rnek olarak kabul edilmektedir

(45). Ustiinliigii; ila¢ ve kimyasal maddelerin idrardaki konsantrasyonun kana gore
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daha yiiksek olmasi ve proteinlere bagli olmadan atilmasidir. Madde kullaniminin
tespit edilmesinde kullanilmasi, hasta i¢in konfor, analizler i¢in ise hiz saglamaktadir
(46). Idrar izolasyon prosediirii oncesi ilag konjugatlarimi (glukuronidlerini) daha

kolay Olctilebilir bilesiklere doniistiirmek i¢in hidroliz gerektirebilir.

Idrar, analiz i¢in etkin bir 6rnek olmasina karsin rnek alimi sirasinda rnedin
giivenilirligi ile ilgili 6nemli sorunlar mevcuttur. En sik karsilagilan, 6rnek veren
kisinin, madde saptanmasimi engellemek amaciyla, idrar Ornegini madde
kullanmayan bir kisinin idrar1 ile degistirilmesi ya da idrar O6rnegine madde
karistirtlmas1 gibi ornegi degistirici ¢esitli yollar kullanilmaktadir. Bu sorunlarin
Oniline ge¢cmenin en etkin yolu idrar toplanirken direk izlemektir. Diger yollar ise
Ornegin toplandig1 zaman diliminde idrarin sicakligi kontrol edilmesi, 6zgiil agirlig:
pH’ s1 ve kreatinin diizeyi Ol¢lilmelidir. Test i¢in uygun bir idrar ornegi 32.5°C-
37.2°C sicaklik, 1005-1030 yogunluk, pH 4.0-10.0 ve kreatinin konsantrasyonu 20-
400 mg/dL (1.8-35.4 mmol/L) olmalidir (47). Bu araliklarin disindaki degerler, test
icin kabul edilmemektedir, ¢linkii bdyle bir idrar 6rnegi SAMHSA (Madde
Bagimlilig1 ve Akil Saghg Hizmetleri Idaresi) kriterlerine uymamaktadir (48).

Kreatinin, kas metabolizmasinin idrarla atilan bir yan iiriiniidiir. Olgiimii
bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in rutinde klinik olarak kullanilir. Ayrica
kreatinin tayini, bir idrar Orneginin kotiiye kullanim bulgularmin gegerliligini
degerlendirmek i¢in Onemli parametrelerdendir. Pozitif bir madde testinden
kacinmak i¢in kullanilan en yaygin uygulamalardan biri, sistemini bosaltmak ic¢in
nispeten kisa siirede fazla sivinin kasithi olarak tiiketilmesidir. Buna genellikle su
yiiklemesi veya seyreltme adi verilir ve maddenin cut off konsantrasyonunun altinda
olmasina neden olabilir. Bu nedenle, bir kisi son zamanlarda madde kullanmis olsa
da, kasitl seyrelme madde konsantrasyonunu diigiirebilir, bu da yanlig negatif madde

testi ile sonuglanabilir.

Idrar konsantrasyonunu bu faktdr olarak ortadan kaldirmak igin, kreatinin
normallesmesi adi verilen bir hesaplama yapilir. Kreatinin degeri ne kadar yiiksek
olursa, idrar 6rneginin yogunlastigi o kadar yogun olur. Kreatinin degeri ne kadar
diisiik olursa, idrar Orneginin ne kadar seyreltik olur. Hesaplama, idrar

konsantrasyonunun dalgalanmasini diizeltir ve numunedeki madde seviyesinin daha
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net bir resmini sunar ve zamanla uyusturucu testlerinde uyusturucu seviyelerinin

yorumlanmasini basitlestirir (49).

2.4 Toksikolojik Analiz Yontemleri

Madde kullanimi ile miicadele amaciyla kullanimi tespit etmek i¢in madde
analizleri uygulanir. Cesitli ihtiyaglara yonelik (resmi veya 6zel; kiigiik veya biiyiik;
bolgesel veya genel; tibbi, adli veya idari amagli; trafikte veya ehliyet/ticari ¢alisma
yetkisi alirken siiriiciilere, okullarda ergenlere, miisabakada sporculara, igyerinde

kamu galisanlarina gibi) madde analiz programlari olusturulur (50-55).

Madde analizleri tibbi ihtiyaglar1 karsilamak igin, tami bulgusu olarak
kullanilacaksa yiiksek ozgiilliikte (ayirici tanida), yliksek duyarlilikta (erken tanida),
tedavi bulgusu olarak kullanilacaksa yiiksek kesinlikte (seri 6l¢timle izlemde) olmasi
istenen kalite gereklilikleridir. Fakat sug kanit1 i¢in adli ihtiyaglar1 ve davranis kaniti
icin sosyal/ idari ihtiyaglar1 karsilamakta kullanilacak ise yiiksek 6zgiilliik, duyarlilik
ve kesinlikte (hiikiim vermede) olmasi istenen kalite gereklilikleridir. Ceza verme
(adli), isten atma (mali) veya toplumda diglanma (sosyal) gibi sonuglari olabilecek
kararlarda test yonteminin analiti daha kesin, tereddiitsiiz ve savunulabilir sekilde
saptamas1 gereklidir Bu durumlarda tarama testleri tek basina istenen kalite
performansin1 karsilayamazlar; bu nedenle etkin ve kapsamli bir madde tarama
prosediirii yiiriitmek, klinik ve adli olgular i¢in hem olguya ait biyolojik matrikslerde
bulunup bulunmadigi var ise miktarin1 belirlemede var olabilecek maddeleri tayin

etmek i¢in basamakli analiz stratejisi uygulanir (56).

Basamakli analiz stratejisinde; ilk basamakta immunokimyasal ydnteme
dayanan, kalitatif veya semi-kantitatif olarak, madde ve/veya metabolitlerinin
varliginin arandif1 tarama analizleri uygulanir. Ikinci basamakta ise enstriimental
yontemlere dayanan, kantitatif olarak, madde varliginin dogrulandig1 ve miktarinin
ol¢iildiigli dogrulama analizleri uygulanir. Tarama analizleri daha hizli ve ucuz
oldugu icin baslangi¢ olarak tercih edilir. Birinci basamak analizlerinde pozitif ¢ikan
ornekler, yalanci pozitiflik agisindan dogrulama analizleri ile dogrulanirlar (Sekil10)

(57).
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1. Basamak 2. Basamak Degerlendirme

— Negatif » Negatif

LaboratuarTesti ——

— Negatif —» Negatif

L__» Pozitif ___

|, Poztif __, Pozitif

Tarama Dogrulama
(Baslangig) (Son)

Sekil 10. Toksikolojik analiz basamaklar1

24.1 Tarama

Tarama analiz yontemleri immunokimyasal teknige dayanirlar. Hasta basi
cihazlarla veya laboratuvardaki otoanalizorlerle isaretli, immunassay yontemleri ile
kalitatif veya semi-kantitatif olarak uygulanirlar. Tek bir maddeye spesifik olmayip

baska molekiillere capraz reaksiyon (interferans) verebilirler (56).
2.4.1.1 Immunoassay

Immiinolojik yontemlerde temel bilesenler, spesifik bir antijene baglanan bir
antikor, analit olan yani 6l¢limii yapilacak bir antijeni yada baglanmis olan antijen-
antikor kompleksini Ol¢en bir tarama metodu olarak tanimlanmistir. Adli
laboratuarlarda bu yontemle biyolojik sivilarda herhangi bir 6ziitleme prosediirii
uygulanmaksizin amfetaminler, kokain ve metabolitleri, opiyatlar, esrar,
benzodiazepinler ve barbitiiratlar nitel ve seminicel tayini yapilir. Biyolojik sivilar
cogunlukla postmortem ve antemortem kan ve idrar 6rnekleridir. Yontem biyolojik
stvilarda s6z konusu maddelerin taranmasi amaciyla uygulanir. Analiz sonucu ile

analite mevcut maddenin yalniz grubu belirlenmis olur. Bu nedenle maddenin cinsi
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ve miktar1 GC/MS, HPLC, LC/MS/MS qgibi tekniklerle belirlenerek immunoassay

sonucu teyit edilmis olur (58).

| -
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Inaktif Enzim
Fragmanlari

Sekil 11. Enzim fragmanlarinin genetik iiretimi

Numunedeki analit antikora baglanmak icin yarisir, ED (Enzim Dondr)

Analitin konjugatin enzim formasyonunu saglar (58).
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Sekil 12. EA ve ED-Analit konjugatin aktif enzim olusturmasi
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Sekil 13. Anti- Analit Antikor Ed- Analit konjugata baglanmasi ve aktif enzim

olusmasini bloke etmesi

Bu calismamizda bakilan parametrelerde kullanilan EMIT ve CEDIA,
rekombinat DNA teknolojisi kullanilarak Escherichia Coli bakterisinden elde edilen
B-Galaktosidaz enziminden iki ayr1 fragman olusturur. Bu iki fragman enzimatik
olarak aktif degillerdir. Soliisyondaki fragmanlar tetramerik [ -Galaktosidaz
molekiiliiniin tamamen aktif hale gelmesi ve tamamlanmasi i¢in kendiliginden
birlesir. Fragmanlardan biri enzim Donér (ED) ve digeri enzim akseptor (alict) (EA)
diir. ED- analit konjugat1 ve test 6rnegindeki analit ile sinirli miktarlardaki spesifik
antikora baglanmak i¢in yarisir. ED- analit konjugatin anti-analit antikora
baglanmasi iki enzim fragmaninin birlesmesini inhibe eder. Boylece aktif enzim
olusumu engellenir. Test 6rnegindeki analit miktar1 ne kadar fazla olursa ED- analit
konjugatina baglanacak anti-analit antikor o kadar az olur. Boylece ED- analit ve EA
fragmanlarinini birlesmesi ile c¢ok aktif bir enzim olusur. Yarismali protein
baglanmasi, miktar1 direkt olarak ornekteki analit derisimine bagl olan aktif bir
enzim ve irln olusmasina neden olur. Aktif enzim olusumu ile spektrofotometrik
olarak olciilebilen bir renk degisimi meydana gelir. Olusan aktif enzim miktar1 ve
meydana gelen absorbans degisimleri, drnekteki analit miktar1 ile orantilidir. Eger
numunede madde yoksa antikor inaktif fragmanlardan birine baglanir ve aktif enzim

olusumu 6nlemis olur (58).

Opiyat immunoassay testlerini yorumlarken o6zellikle dikkatli olunmalidir.
Opiyat terimi kismen afyon haghasindan tiiretilen yar1 sentetik alkaloidler
(buprenorfin, dihidrokodon, eroin, hidrokodon, hidromorfon, levorfanol, oksikodon
ve oksimorfon) ve afyon hashasindan dogal olarak olusan alkaloidleri (morfin,

kodein) ifade eder. Immunoassay testleri, yar1 sentetik opioidler ile degisken ¢apraz
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reaktiviteye (kullanilmakta olan analiz yonteminin test edilen madde ile kimyasal
olarak benzeri arasinda ayrim yapilamamasi) sahiptir ve kullanimlarini tespit edebilir
yada etmeyebilir. Bu da test sonucunun degerlendirilmesinde ¢ok Onemli bir
konudur. Madde testlerini yorumlamak i¢in bu madde smifinin metabolizmasini

anlamak esastir (59).
2.4.2 Dogrulama
Dogrulama analiz yontemleri enstriimantal teknige dayanir.

Kimyasal analizi yapilacak biyolojik numuneler, genellikle aranan maddeden
baska bilesenlerinde var oldugu karmasik bir matris icerirler. Bu nedenle cihazlar
yardimiyla yapilan analizler dncesinde 6rnek hazirlama, uygulanmasi gereken c¢ok

onemli bir basamaktir.

Dogrulama, kromatografi ile biitiinlesik kiitle spektrometre cihazlarinda
(GC/MS, LC-MS/MS) kantitatif olarak uygulanirlar. Dogrulama testlerinde
kullanilan enstriimantal yontemlerin 6zgilliigli, yiiksek oldugundan her bir ana

molekiil ve metabolitleri tek basina tanirlar/ayirt ederler (56).
2.4.2.1 Ekstraksiyon

Cesitli cihazlar (yliksek basingli sivi kromatografi (HPLC), gaz kromatografi
(GC), gaz kromatografi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS), radioimmun assay
(RIA), spektrometrik teknikler...vb.) yardimiyla yapilan toksikolojik analiz
yapilacak biyolojik sivilarda, analiz dncesinde 6n ayirma ve temizleme islemine
gereksinim oldugundan yapilmasi gereken énemli bir basamaktir. Ornek hazirlama
kisminda sivi-sivi ekstraksiyon, kati-sivi ekstraksiyon, kat1 faza mikroekstraksiyon...

vb yontemler kullanilabilir (60).
Bizim ¢aligmamizda sivi-s1v1 ekstraksiyon ve kati—faz ekstraksiyon kullanildu.
2.4.2.1.1 Swvi-siv1 ekstraksiyon (LLE)

Maddeyi biyolojik ornekten izole etmekte kullanilan geleneksel yontemdir.
Birbirine karigmayan iki sivi arasinda meydana gelen faz farkindan yararlanilir.

Biyolojik ornek sulu faz olarak kabul edilirken, ¢oziicli ise organik faz olarak
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adlandirilir. Bu yontemin biiylik avantaji, segiciligidir (ekstraksiyon semasi dogru
uygulandiginda). Analitin  yiiksiiz (non-iyonize) oldugu pH’da izolasyon
gerceklestirilir. Asidik maddeler i¢in sulu faz asitlestirilmelidir, bazik maddeler igin
sulu faz baziklestirilmelidir. Sivi-siv1 ekstraksiyonda organik faz olarak genellikle

etil asetat, kloroform, toluen, diklorometan, butil asetat, dietil eter kullanilmaktadir.
2.4.2.1.2 Kati-faz ekstraksiyon (SPE)

Ornek hazirlama isleminin basitlestirilmesi, zaman kaybmin 6nlenmesi ve
analiz maliyetinin azaltilmas1 amaciyla, 1970’1i yillarin ortalarinda klasik metotlara
alternatif olarak yeni bir teknik olan kati faz ekstraksiyon metodu (SPE)
kullanilmaya baglanmistir. SPE yapilacak biyolojik 6rnege gore ekstraksiyon dncesi
bazi islemler vardir. Kan, doku drnekleri i¢in deproteinizasyon, siizme ve santrifiij
yapilmas1 gerekir. Idrar igin ise sadece bir seyreltme basamagi ve/veya santrifiij
yeterlidir (45). Bu yaklasim, c¢esitli tutucu maddelerin (adsorban) kiigiik, tek
kullanimlik ekstraksiyon kolonlarina doldurularak pratik bir sekilde 6rnek hazirlama
diizenegi tasarlanmasi esasina dayanmaktadir (61). Genel olarak SPE ydntemi, sivi
orneklerin istenmeyen bilesenlerden ayrilmasi (temizleme), 6rnek matris yapisinin
degistirilmesi ve analitlerin zenginlestirilmesi amagclariyla hazirlanmig olan kiigiik
tek kullanimlik kolon veya disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir. Kati faz
ekstraksiyonu sivi ornekler ya da ¢ozeltilerdeki analitin uygun bir kat1 faz {izerinde
toplanmasini ve sonra analitin kat1 fazdan kii¢iik hacimli bir ¢6zelti (hareketli faz) ile
elue edilmesini esas alir. SPE kesikli olarak uygulanabildigi gibi akisa enjeksiyon
teknikleri ile de uygulanabilmektedir. Sivi 6rnegin kolondan gegirilmesi, yergekimi
vasitastyla (manuel) gerceklestirilebildigi gibi, zaman kaybinin Oniine ge¢cmek
amactyla vakum manifoldlari yardimiyla da yapilabilir (61-64). Sekil 14°te klasik bir
SPE kolonunun yapisi, Sekil 15°de cesitli ticari SPE kolon ve diskleri ile vakum

manifoldu goriilmektedir.
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Sekil 14. SPE kolonunun yapisi

Sekil 15. Cesitli ticari SPE kolon ve diskleri ile vakum manifoldu.

SPE metodunda kolondan gegirilme sirasinda 6rnek molekiilleri ile tutucu
madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesimden faydalanarak

maddelerin ayrilma islemi baslica iki yolla gergeklestirilir (45,62,65).

Birinci yol; ilk asama analiz edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon
icinde tutulurken, ¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir
etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama cozeltisi ile
uzaklastirilir ve analiz edilecek bilesen tutucu maddeden uygun bir c¢ozelti
yardimiyla ¢dzdiiriilerek almir. ikinci ydntemde ise, istenmeyen bilesenlerin tutucu
madde ile etkilesimi séz konusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matristen ayrilmasi zor

olan maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matristeki istenmeyen bilesenler
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tutucu madde tarafindan siki sekilde baglanirlar. Asil aranan madde ise tutucu madde
ile etkilesime girmez ve uygun c¢ozelti yardimiyla cozdiiriilerek toplanir. Bu
yontemde, kolon igerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kat1 faz filtre islevi

gormektedir (61).

Kisaca her iki ayirma yonteminde de SPE kolondaki tutucu maddenin 6nce
sartlandirilmas1 gerekmektedir. Sartlandirma islemi, kolondan uygun c¢dozelti
gegirilerek tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve matristeki maddeler ile
tekrarlanabilir etkilesim i¢in gerekli ortamin saglanabilmesi amaciyla yapilmaktadir.
Polar olmayan tutucu maddeler, kolon hacminin 2-3 kati miktarda suyla karisabilen
metanol, tetrahidrofuran, isopropanol gibi polar ¢oziiciiler ile; polar tutucu maddeler

ise polar olmayan ¢oziiciilerle sartlandirilmaktadir (62,63).
2.4.2.2 Kromatogrofik Yontemler
2.4.2.2.1 Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi (GC/MS)

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi iki gliglii analitik teknigin
kombinasyonudur. Bu kombinasyon bir¢ok avantaja sahiptir. Birincisi, bu teknikle
nitel analiz amaciyla karmasik yapili bir karigim bilesenlerine ayirilir, her bir
bilesigin kiitle spektrumu elde edilir; ikincisi bu bilesiklerin miktariyla ilgili bilgi
elde edilir. Gaz kromatografisi bir ayirma teknigi, kiitle spektrometrisi ise bir teshis

teknigidir (66).

Gaz kromatografi James ve Martin tarafindan 1952 yilinda gelistirilmistir. Bu
teknik ucucu olan veya ucucu hale getirilebilen maddelerin belirli bir sicaklikta
tastyic1 gazin akisi yardimiyla sabit bir faz ile etkileserek ayrilmalar1 esasina dayanir

Gaz kromatografi cihazi asagidaki bilesenlerden olusur (67,68):
-Enjektor

-Akis/Basing kontrol

-Gaz saglama iinitesi

-Firin ve Kolon

-Dedektor
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Sekil 16. Gaz kromatograf cihazinin sematik gosterimi verilmistir.

Gaz kromatografisine konan 6rnek i¢indeki maddeler, helyum gibi 6zel bir
gazla sabit faz icinden siiriiklenirler. Bu arada 6rnek igindeki gazlar (gaz olsun
olmasin fark etmez, sicak bir hiicrede gaz haline getirilirler) sabit fazla aralarindaki
ilgiye gore az veya cok tutulurlar. En sonunda siiriikleyici gaz tarafindan detektore,
oradan da atmosfere atilirlar Gazlarin sabit fazla hareketli faz arasinda
dagilmalarinda, ¢oziiniirlik, baglanma, adsorplanma, molekiiler siiziilebilme gibi

olaylar etkin olabilirler (69).

Kiitle spektrometrisinin temel prensibi inorganik ya da organik bilesiklerin
uygun bir yontemle iyonlarini olusturmak, bu iyonlar kiitle/yiilk oranlarina gore
ayirmak ve bunlarin kiitle/yiik oranlarini ve bolluklarini ayr1 ayr1 nitel ve nicel olarak

tespit etmektir (70). Bir kiitle spektrometresinin bilesenleri Sekil 17°de gosterilmistir
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Sekil 17. Kiitle spektrometrisinin bilesenleri

Kiitle spektrometresinde gaz fazindaki 6rnek, 70 eV’luk enerji ile elektron
bombardimanina tabi tutulur. Bir organik molekiille bu yiiksek enerjili elektronlardan
birinin ¢arpismasiyla molekiilden bir elektron kopar ve bir organik iyon meydana
gelir. Bu iyonlar kararsizdir ve daha kiigiik parcalara yani radikallere ve diger
iyonlara parcalanirlar. Bir organik molekiiliin elektron bombardimani (EI) sonucu
asagidaki esitliklerde gosterilen islemlerle olusan iyonlar ve bu kararsiz iyonlarin

pargalanmasi ile olusan parca iyonlar ortaya ¢ikar (60).

M » M° + e- (M= kitle: e= elektron, M *=iyon)
m + m (1. Parca iyon)
1 2
M pargalanma
. : ¥ (2.Parca iyon)

e MM + m

I =
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Bu prosesler sonucunda olusan iyonlarin dagilimi ve bolluklart o madde i¢in
kiitle spektrumunu verir. Tipik bir kiitle spektrometresinde art1 yiiklii parcaciklar
saptanir. Kiitle spektrumu bu parcaciklarin kiitle/yiik (m/z) oranlarina karsilik
bolluklarmin (art1 yiiklii degisik pargaciklarin bagil bolluklar1) ¢izimi ile elde edilir.
Bir iyonun m/z degeri kiitlesine esittir. Bu nedenle, kiitle spektrumu pratik olarak
pargaciklarin kiitlelerine karsilik bagil bolluklarinin ¢izimi seklinde ifade edilebilir.
Bir molekiiliin ya da iyonun pargaciklara nasil parcalandigi bilesigin karbon
iskeletine ve bulunan islevsel gruplara baghidir. Bu yiizdendir ki pargaciklarin yap1
ve kiitleleri ana molekiiliin yapis1 hakkinda ipucu verir. Sinyal isleme ve gosterge
kisimlar1 hari¢ sistemin tamami radikaller, hava molekiilleri ve diger parcaciklar
arasindaki carpigsma ve tepkimeleri en aza indirgemek i¢in yiiksek (10-5-10-8 torr)
vakum altindadir. Burada buhar halindeki 6rnek 6nce iyonlagma bolgesine gider,
yiikksek vakum altindaki bu bolgede drnek yiiksek enerjili akim i¢inden gecirilerek
icindeki molekiillerden bazilarinin iyonlagsmasi saglanir. Molekiiler iyon olustuktan
sonra ¢ok kisa bir zamanda (10-10-10-6 saniye) parg¢alanmaya ve diizenlenmeye
ugrar. Uzun Omiirlii parcaciklar iyon toplayicisina ulasir. Pargaciklarin izledigi yol,
analizoriin tipine (TOF, sektor veya kuadrupol) gore, hizlandirma voltajina ve
parcacigin m/z degerine gore degismektedir. Iyon demetleri elektriksel iletiler

seklinde sinyallere doniisiir ve pikler seklinde gosterilir (71).

Kiitle analizor tiplerinden en ¢ok kullanilan1 kuadrupol kiitle analizoriidiir.
Yiiksek tarama hizi, maliyeti, boyut olarak daha kiigiik olusu bu analizériin bazi
avantajlarindandir. Dort paralel silindirik ¢ubuktan olusmaktadir. Karsilikli gubuklar
elektriksel olarak birbirine baglidir. Bir ¢ifti dogru akim kaynaginin pozitif tarafina,
diger cifti ise negatif ucuna baglidir. Ayrica her ¢cubuga radyo frekansh alternatif
akim uygulanir. Iyonlar gubuklar arasinda 5-10 V luk potansiyelle hizlandirilirken
cubuklara uygulanan dogru akim ve alternatif akim ayni oranda arttirilir. m/z
degerine sahip olanlarin yani sira tiim iyonlar ¢ubuklara carpar, sadece kararli olan

m/z degeri tastyan iyonlar dedektore ulasir (67).

Kiitle spektrometrisinde iki tip iyon tarama modu vardir. Bunlar toplam iyon
taramas1 (SCAN) ve se¢ilmis iyon taramast (SIM) modlaridir. SCAN modunda genis
bir m/z taramasi yapilir. SIM mod ise sadece secilmis m/z degerlerine sahip iyonlarin

tarandigr moddur. Tarama, m/z degerleri hedef bilesigi en iyi temsil edecek sekilde
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yapilir (70). SIM modunda kiitle analizori, ilgilenilen m/z degerlerini doniistimli
olarak olger. Bir m/z degerinden digerine atlar. Bu nedenle analiz i¢in gereksiz olan
m/z degerlerinde harcanan tarama siiresi sifira inerken ilgilenilen iyonlar i¢in sinyal
integrasyon stiresi 10-100 kat artar. Dolayisiyla hassasiyetin arttigi goézlenir. SCAN
ya da SIM modu arasinda yapilacak se¢im gerekli olan gozlenebilme sinirina ve elde

edilmek istenen bilgiye gore degisir (60).

Kromatogramdaki herhangi bir pikin veya biitiin piklerin kiitle spektrumlari
sistem bilgisayarinda yiiklii kiitiiphanelerdeki spektrumlarla karsilastirilir. NIST
(National Institute of Standards and Technology) ve WILEY Kkiitiiphaneleri gibi
biiyiik spektral kiitiiphaneler ticari olarak mevcuttur. Molekiiler iyonun pargalanma
reaksiyonlar1 ve sonugta olusan parcalanma iyonlar1 6rnek hakkinda énemli bilgiler
verir. Igerigi bilinmeyen drnekte molekiiler tiiriin nitel analizi siiphe edilen bilesige
ait referans maddenin ayni sartlardaki GC alikonma karakteristikleri ve kiitle

spektrumlarinin 6rneginkilerle karsilastirilmasiyla yapilir (72,73).

Nicel analiz GC/MS’in 6nemli bir uygulama alanidir. GC/MS’in nicel
analizdeki giicli, yiiksek segicilige ve diisliik tayin limitlerine ulasilabilmesi ile

aciklanabilir. Kalibrasyon egrileri genellikle genis bir derisim araliginda dogrusaldir

(73).

SIM in nicel analizde uygulama sekli, uygulama alanina ve analizi yapilan
ornegin karmasikligina baghdir. Baz1 farmasotik uygulamalarda SIM sadece analitin
tek bir karakteristik iyonun m/z degerine gore yapilirken, kalint1 analizlerinde birkag
m/z kullanilmalidir. Bu tiir uygulamalarda analitin varliginin teyidi i¢in 6l¢iit vardir
ve ¢esitli iyonlarin pik alanlari referans maddenin kiitle spekrumundan belirlenmis

oranlarla uyusmalidir (74).

2.5 Validasyon (Gegerlilik)

Gegerlilik, bir veya bir seri analitin, belirli bir matris igindeki
konsantrasyonunun tayini i¢in kullanilan belirli bir yontemin, amaclanan uygulama
bakimindan giivenirligini gostermek icin yapilmas: gereken biitiin islemleri
kapsamaktadir (75). Validasyon; laboratuvarda ilk defa uygulanacaginda, yeni bir
yontem gelistirildiginde, mevcut yontemde degisiklik yapildiginda, gegerli kilinmis

bir yontem farkli bir laboratuvarda uygulanacaginda, farkl bir cihazla veya farkli bir
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analist tarafindan kullanildiginda, kalite kontrol sirasinda mevcut yontemin zamanla
degistigi anlasildiginda, iki yontemin esitliginin karsilagtirilmasi gerektiginde yapilir
(76).

Validasyon parametreleri:

. Dogrusallik (Linearite)

Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

o Se¢imlilik ve Duyarlilik

o Dogruluk

. Geri Kazanim
J LOD

o LOQ

o Stabilite

. Matris etkisidir.

3 GEREC ve YONTEM

Tez galismamin analizleri Ege Universitesi Madde Bagimlilig1, Toksikoloji ve
llac  Bilimleri  Enstitiisi ~ Bagmmlihk  Toksikolojisi ~ Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Idrar &rnekleri ¢alismada yer almayr kabul eden saglikli
goniilliilerden Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
alinan izin g¢ergevesinde goniillii onam formu imzalatilarak alinmistir (EK 1/ Karar

No 15-3.1/3).
3.1 Kullanilan Gerecler

3.1.1 Kimyasal Malzemeler

e  Morfin standarti Cerilliant

e Morfin-d; standarti Cerilliant

e Potasyum hidroksit Sigma Aldrich
e Etil asetat Merck

o Asetik Asit Sigma Aldrich
e Sodyum asetat Sigma Aldrich
e Disodyum hidrojen fosfat Sigma Aldrich
e Sodyum dihidrojen fosfat Sigma Aldrich
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3.15

Metanol
Isopropanol
Amonyum hidroksit
BSTFA %1TMCS
Helyum gazi

Azot gazi

Cihazlar

Cedia Immunoassay

Gaz kromatografisi

Kiitle spektrometresi

Kati-s1vi ekstraksiyon manifoldu
Hassas Terazi

Otomatik Mikropipet (10-100 puL, 100-1000 pL)
Santrifiij

Vortex

Azotlu ugurucu

Su banyosu

pH Metre

Kartuslar ve Kitler

Toxi Tube-A

SPE Kartusu

Opiyat

Sample Check

Kreatin

6-MAM(eroin metaboliti)

Cam Malzemeler
Balonjoje

Deney tiipii

Insert

Vial

Vial Kapagi

Cozeltiler

tamamlanir.

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Yiiksek saflikta
Habas

Olmpus AU400

Agillent Technologies 7890B
Agillent Technologies 5977A MSD
Biotage

Sartorius

AXxygen Scientific

Niive NF 1200 R

Labnet VX 100

Thermo Scientific reacti-Therm I11
Niive BM 302

Thermo Scientific orion star A211

Agilent Technologies

UCT Clean Screen ZSDAU20
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

0.1 M asetik asit cozeltisi: 1.43 mL asetik asit alinip distile su ile 250 mL
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0.1 M sodyum asetat ¢ozeltisi: 20.5g sodyum asetat tartilip 250 mL ye kadar

distile su ile tamamlanir.

pH 4.5 0.1 M asetat tampon ¢ozeltisi: 0.1M asetik asit ¢6zeltisinden 7 mL ile

0.1 M sodyum asetat ¢ozeltisinden 3 mL alinip 200mL ye distile su ile tamamlanur.

0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi: Sodyumdihidrojenfosfat tan 7.81 g
tartip 250 mL ye saf su ile seyreltilir.

0.2 M Disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi: Disodyum hidrojen fosfat tan 7.1 ¢
tartip 250 mL ye saf su ile seyreltilir.

pH 6 0.1 M fosfat tamponu: 0.2M sodyum dihidrojen fosfat ¢6zeltisinden 39
mL ile 0.1 M di sodyum hidrojen fosfat ¢ézeltisinden 61 mL alinip 200mL ye distile

su ile tamamlanir.

0.1 M KOH: 28.055 g potasyum hidroksit tartilip iizerine azar azar distile saf
su eklenip 500 mL ye kadar tamamlanir.

Kullanilan eliient: etilasetat:isopropanol:amonyumhidroksit  karigimin

84:12:4 (v/v) oraninda olacak sekilde analiz 6ncesi taze hazirlanmalidir.

Idrar havuzu: Higbir madde kullanilmadig: bilinen ve yakin zamanda hashas

tilkketmemis saglikli kisilerin idrarlarindan belli oranda alinip hazirlanmastir.

Toxi Tiip A: metilen kloriir, heptan ve c¢inko kloriirden olusan sivi sivi

ektraksiyon kartugudur.
3.2 Cihaz Calisma Prensipleri
3.2.1 Immunoassay Calismasi

Calismada Olympus AU400 marka immunoassay cihazi ile ¢aligildu.
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Resim 7. Calismada kullanilan immunoassay cihazi

Calisma prensibi: Calisma Oncesi kalibrator ve kontroller oda sicakligina

gelinceye kadar (~30 dk) bekletilir. Uygun sicakliga gelince cihazda tanimlanarak
calisilip sonuglarla degerlendirilir, ¢ikan sonuglar referans araliklarina uygun ise

idrar numuneleri i¢in ¢alisma baslatilabilir. Okuma islemi 8 dakika i¢inde yapuilir.

Tablo 3. Immunoassay cihazindaki bakilan parametrelerin cut off, amax ve cihaz

kontrol degerleri

Cut off Amax
Parametreler Kontrol degerleri
(ng/mL) Degerleri
_ Clinical Low 225/ High 375
Opiyat 0-300 >2000
(169/281- 281/469)
Idrarda .
85-105 Idrarda Biitiinliik 75 (60 - 90)
Biitiinliik
Kreatinin 20-300 >300 Krea 7.5 (5.5-8.5)
Select LOW 7.5/ HIGH 15
6-MAM 0-10 >20
(5.64/9.36 - 9.38/15.62)
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3.2.2 GC/MS Cahsmasi

Calismada Agilent Technologies 5977A MSD GC/MS cihazi kullanildi

Resim 8. Calismada kullanilan Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi.

GC/MS Cahsma Kosullar:

Tablo 4. GC/MS ¢aligsma kosullari.

Kapiler Kolon

Silika dolgulu; 30 m uzunlugunda, 0.25 pum film
kalinligr ve 0.25 mm i¢ ¢apinda olan (HP-5MS)

Firin Sicakhik Programm

Basglangic sicakligi 150°C de 1 dakika bekleyerek,
sonra 30°C/min artigla 280°C’ye ¢ikarilir ve 5
dakika bekleyerek son sicakliga ulasilir.

Tasiyic1 Gaz ve Akis Helyum, 1.5 ml/min
Enjeksiyon Blogu Sicakhg | 250°C
Dedektor Sicakhig 230°C

Enjeksiyon Hacmi

1 pL, splitless

Analiz Siiresi

Morfin i¢in 10.33 dk
Tebain i¢in 15 dk
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Tablo 5. GC/MS ile analiz edilen analitler igin baz alinan m/z oranlar1 ve alikonma

zamanlari

Analiz edilen maddeler m/z oranlari Alikonma Zamam (Rt)
Morfin 196, 236, 414, 429 7.12

Morfin-ds 199, 296, 432 7.11

Tebain 296, 311, 312 11.75-11.83

3.3  Goniilliilerle Calisma

3.3.1 Goniilliilerin Se¢imi

3.3.1.1 Kabul Kriterleri

v’ 18-65 yas arasinda,

v Omek almdig1 giin bir saghk sorunu bulunmayan, kronik ve metabolik

hastalig1 olmayan (Diyabet vb.)

AN N N N AN

3.3.1.2 Dislama Kriterleri

Stirekli ila¢ kullanim1 olmayan,

Alkol vb. psikoaktif madde kullanim1 olmayan,

Gebelik testi sonucu negatif olan,

Oral hashas tohumuna duyarlilik géstermeyen,

Idrarda opiyat kullanimi tarama testinde negatif sonug vermis olan,

Viicut kitle indeks orani normal olan (18.5-24.5) kisiler secilmistir.

Diyabet, bobrek hastaligi, ishal, kusma, seker, enfeksiyonel hastaliklari, alkol

gibi aligkanliklar1 var ise, soguk alginligi, oksiiriik kesici ilag kullanimi oldugunda,

metabolizmayr degistirecek gidalar (Grnegin;

lahana,

brokoli, greyfurt gibi)

tiketildiginde, 6rnek verememe durumunda sorumlu kisi tarafindan arastirma digi

birakilabilirsiniz.
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3.3.2 Goniilliilerin Hashas Tohumu Ezmelerini Tiiketmesi

Calismada segilen on goniilli belirlenen ii¢ ayr tarihte; 6nce beyaz, sonra sari
ve en son siyah hashas tohumlarindan yapilan ezmeleri en az 100g olacak sekilde,
cay ve ekmek esliginde kahvaltida tiiketildi. Ayrica goniillillerden doz alimindan ilk
iki saat iginde 1 Lt su i¢meleri istendi. Tiiketimden sonra goniilliilerimizden rutin
hayatlarina devam etmeleri istendi, dislama kriterleri disinda herhangi bir kisitlilik

getirilmedi.

Resim 9. Hashas tohumu ezmesi yenildigi ¢alismadan goriintiiler.

3.3.3 Goniilliilerin idrar Vermeleri

Goniilliilerimizden doz alimindan 6nce (0.saat) ve sonrasinda (2., 4., 6., 8., 12.
ve 48. saatlerde) idrar Orneklerini kendilerine verilen idrar kaplarina almalar1 ve
kaplarin iizerine goniillii no, saat ve hashas tiirii yazilan etiketleri yapistirmalari

istendi.
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Resim 10. Calismada kullanilan goéniilliilerin idrarlart

10 goniilliimiiziin isimlerine G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, G9 ve G10
kodlar verildi. Kimin hangi kodu aldig1 ¢alismay1 yapan analist ve goniillii arasinda

gizli kaldu.
3.4 Deneysel Kisim
3.4.1 Morfin Analizi i¢in Yontem Validasyonu

Idrarda morfin analizi validasyonu Ege Universitesi Madde Bagimliligi,
Toksikoloji ve ila¢ Bilimleri Enstitiisii Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvar: Morfin
Analiz Yontemi temel alinarak yapildi. Yontemdeki optimum veriler kullanilarak,
dogrusallik (linearite), LOD, LOQ, duyarlilik, geri kazanim, se¢imlilik,

parametreleriyle kismi validasyon yapildi.
3.4.2 Hashas Tohumu Ezmesi Ekstraksiyon Y éntemi

Agz1 kapakli cam tiip igersine 1.5 gr hashas tohumu ezmesi tartildi, lizerine 10

mL MeOH eklenip agz1 kapatildi ve en az 5 dk iyice ¢alkalandi.
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Resim 11. Hashas tohumu ezmesi ekstraksiyonu

4100 rpm de 5 dk. santrifiij edildikten sonra iist fazdan 2 ml alinip cam tiipe
konuldu. Azot atmosferi altinda kuruluga kadar uguruldu. Ornek iizerine 5 mL su
konulup ve vortekslendikten sonra UCT ZSDAUZ20 kartus kullanilarak Sekil 18’de

gorsel olarak gosterilen kat1 faz ekstraksiyon islemi yapildi.

2 mL Distile su
3 mL MeOH 2 mL 0,1M Asetat
3ImL Distile su tamponu
ImL 0.1M Fosfat tamponu 3 mL MeOH 3 mL Eliient
| to | !
v
L | —
7 7 ¥ 0% 00
W (0]0]
A A 00
* vy A
Kosullandirma Ornek Yiikleme Yikama Eliisyon

O Analit ¥ Kirleticiler

Sekil 18. Hashas tohumu ezmesi i¢in kullanilan kati-faz ekstraksiyon yonteminin

sematik gosterimi.
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Eliisyon islemi ile sonunda elde edilen eliient 40°C’de azot atmosferi altinda
kuruluga kadar ucurulup iizerine 100 ul MeOH eklenip vortekslendikten sonra viale

alinarak GC/MS ile analiz edildi.
Bu islem beyaz, sar1, siyah hashas tohumu ezmelerinin tlimiine uygulandi.
3.4.3 lidrarda Morfin Analizi Ekstraksiyon Yéntemi

2.0 mL idrar 6rnegine 100 ppb olacak sekilde morfin-d; standardi ekimi
yapildi. Iml 1 M KOH ilave edilerek, 60°C’de 30 dk su banyosunda bekletilerek
bazik hidroliz yapildi. Hidroliz asamasindan sonra sivi-sivi ekstraksiyon yapmak igin
idrar 6rnekleri Toxi Tube A’ya aktarilip 5 dk boyunca elde ¢alkalandi. 4100 rpm de 5
dk. santrifiij edildikten sonra iist fazdan 1 ml almip cam tiipe konuldu. 40°C’de azot
atmosferi altinda kuruluga kadar uguruldu. Ornegi GC/MS’de analize hazirlamak
i¢in tiirevlendirici ajan olan 100 uL BSTFA % 1 TMCS konularak 80°C de 30 dk
inkiibe edildi. Tirevlendirme asamasindan sonra 50 pL etilasetat eklenerek
vortekslendikten sonra viale alindi. 1 plL 6rnek GC/MS ile analiz edildi. Deneyin

sematik gosterimi Sekil 19°da gosterilmektedir
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2 mL idrar 6rnegine 100 pg/mL olacak sekilde morfin-d; standart ekimi yapildi.

\

ImL 1 M KOH ilave edilerek 60°C 30 dk su banyosunda bekletildi.

\

Toxi1 Tiip A aktarip 4100 rpm 5 dk santrifiij edildi

\

Toxi tiipiin Uist organik fazindan 1 mL alinip temiz cam tiipe aktarildi ve azot atmosferi
altinda kuruyana kadar uguruldu.

\/

100 uL BSTFA %1 TMCS konulup 80°C 30 dk inkiibe edildi.

\

50 uL etilasetat eklenerek vortekslendikten sonra viallere alindi.

\

GC/MS

Sekil 19. idrarda morfin analizi yontem basamaklari

3.4.4 1Idrarda Tebain Analizi Ekstraksiyon Yéntemi

3 mL idrar 6rnegi cam tiipe alindi, santrifiij yapildiktan sonra UCT ZSDAU20
kartus kullanilarak Sekil 20°de gorsel olarak gosterilen kati faz ekstraksiyon iglemi
yapildi.
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2 mL Distile su

3 mL MeOH 2 mL 0,1M Asetat
3ml. Distile su tamponu
ImL 0.1M Fosfat tamponu I mL idrar 3 mL MeOH 3 mL Eliient
1 . | |
Oy
] \/
W 7 v 0o 00

[ .
2 t v -

vy +

Kosullandirma Ornek Yiikleme Yikama Eliisyon

(O Analit + Kirleticiler

Sekil 20. Idrarda tebain analizi i¢in ¢alismada kullanilan kati-faz ekstraksiyon

yonteminin sematik gdsterimi.

Eliisyon islemi ile sonunda elde edilen eliient 40°C de azot atmosferi altinda
kuruluga kadar uguruldu iizerine 100 ul MeOH eklenip vortekslendikten sonra viale

konularak GC/MS ile analiz edildi.

4 BULGULAR

4.1 Immunoassay Verileri

Immunoassay cihazi ile hashas tohumu tiiketen goniilliilerin idrarlarinda
opiyat, idrar biitiinliik, kreatinin ve 6-MAM parametrelerine bakildi. Iimmunoassayle
bakilan parametrelerine ait veriler; beyaz hashas tohumu ezmesi tiiketen goniillii
idrarlar1 i¢in Tablo 6°da, sar1 hashas tohumu ezmesi tiiketen goniillii idrarlar1 igin
Tablo 7°de, siyah hashas tohumu ezmesi tiiketen goniillii idrarlar1 i¢in Tablo 8°de

bulunmaktadir.
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Tablo 6. Beyaz haghas tohumu ezmesi tiikketen goniilliilerin idrarlarinin
immunoassayde bakilan parametrelerinin sonuglari
G.N. |Bakilan Saatler
Parametreler 0 2 4 6 8 12 24 48
Opiat ng/mL 0 389 654 326 310 46 37 18

1 idrar Biitiinliik % 88 90 90 89 89 85 85 8
Kreatinin mg/dL 54 41.9 55 34.7 53.4 34.9 62.1 70.2
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 1996 1837 1417 756 351 61 12

) idrar Biitiinliik % 95 98 98 96 94 86 86 86
Kreatinin mg/dL 132.4| 155 155 70.3 | 100.3 | 106.7 74 108.6
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 78 Max Max 474 662 636 466 26

3 idrar Biitiinliik % 93 99 100 99 95 85 86 86
Kreatinin mg/dL 202.8( 155 155 28.2 64.1 92.5 221.7 251
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 1 | 187 | Max | 686 | 625 | 908 | 189 | 65

4 idrar Biitiinliik % 93 89 90 89 89 87 86 86
Kreatinin mg/dL 20481 21.6 155 25 36.1 92.7 | 107.8 | 129.1
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 62 1342 Max Max - - - -

5 Idrar Biitiinlik % [ 94 98 100 98 - - - -
Kreatinin mg/dL 210.7| 40.2 155 155 - = - -
Eroin ng/mL 0 0 0 0 - - - -
Opiat ng/mL 0 580 675 - - - - -

6 Idrar Biitiinliik % 89 97 99 - - - - -
Kreatinin mg/dL | 282.4| 544 [ 43.7 - - - - -
Eroin ng/mL 0 0 0 - - - - -
Opiat ng/mL 5 1251 Max 1776 Max 773 137 11

- idrar Biitiinliik % 95 95 98 96 92 85 85 86
Kreatinin mg/dL 178.4| 66.4 155 59.3 158.5 | 134.1 | 114.7 97
Eroin ng/mL 0 0 0 0 1 0 0
Opiat ng/mL 0 Max | Max 512 1041 638 0

3 idrar Biitiinliik % 92 96 95 97 98 95 93 93
Kreatinin mg/dL 1946 | 435 155 43.2 60.6 112.3 | 155.8 | 228.7
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max | 1520 187 1350 750 186

9 idrar Biitiinliik % 95 100 99 101 98 101 95 103
Kreatinin mg/dL 184.3| 14.8 155 65.2 141.2 55.2 84.8 175.1
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max | Max | Max | 1297 548 0 10

10 idrar Biitiinliik % 103 102 102 102 103 103 104 101
Kreatinin mg/dL 16.3 | 36.5 155 155 51.5 374 0.2 30.0
Eroin ng/mL 0 0 0 1 0 0 0 1

Qpiyat icin >2000 iizerindeki degerler=Max

Idrar 6rnegi mevcut degil= -
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Tablo 7. Sari hashas tohumu ezmesi tiiketen goniillillerin idrarlarinin
immunoassayde bakilan parametrelerinin sonuglari
G.N. |Bakilan Saatlar
Parametreler 0 2 4 6 8 12 24 48
Opiat ng/mL 0 604 1709 | 1585 980 525 106 11
1 idrar Biitiinliik % | 90 90 92 89 90 88 88 88
Kreatinin mg/dL | 47.3 30.3 28.2 34.1 36.4 36.8 36.2 51.8
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 1943 | Max | 1788 | Max 740 323 70
’ idrar Biitiinliik % | 94 97 98 97 93 96 94 94
Kreatinin mg/ dL | 110.6 21 155 404 | 102.4 | 60.9 88.2 92
Eroin ng/mL 0 0 1 0 1 0 0 0
Opiat ng/mL 27 Max Max 1733 Max Max 1091 13
3 idrar Biitiinliik %6 | 91 98 96 96 93 91 92 96
Kreatininmg/dL | 167.1 | 155 44.7 20.1 | 1159 | 1243 | 133.2 | 398
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 26 Max Max Max Max Max 612 84
4 idrar Biitiinliik %0 | 93 97 97 95 96 91 93 96
Kreatinin mg/ dL | 100.5 | 155 21.2 38.8 35.7 | 1074 | 79.8 63.8
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max Max Max Max | 1271 -
5 idrar Biitiinliik %0 | 91 96 98 97 94 91 90 -
Kreatinin mg/ dL | 180.9 | 27.3 155 24.7 | 120.2 | 1279 | 1925 -
Eroin ng/mL 0 1 1 2 6 1 0 -
Opiat ng/mL 1 690 Max Max Max Max 758 66
6 idrar Biitiinliik %0 | 92 96 95 93 91 94 93 94
Kreatinin mg/dL | 118.9 | 325 110 92,4 135 | 106.6 | 123.1 | 1139
Eroin ng/mL 0 0 2 3 4 3 1 0
Opiat ng/mL 0 Max Max Max Max Max 1297 128
7 idrar Biitiinliikk 9% | 92 96 98 96 95 93 93 89
Kreatinin mg/ dL | 194.6 | 435 155 43.2 60.6 | 112.3 | 155.8 | 228.7
Eroin ng/mL 0 0 0 2 1 2 1 0
Opiat ng/mL 14 Max Max Max 1979 Max 1627 31
3 idrar Biitiinliik % | 95 98 98 97 96 98 94 96
Kreatinin mg/dL | 59.8 155 155 26.5 38.3 155 143.1 | 26.9
Eroin ng/mL 0 0 0 1 2 0 1 0
Opiat ng/mL 0 Max Max Max Max Max 994 112
9 idrar Biitiinliik % | 96 95 97 98 95 93 93 92
Kreatininmg/dL | 43.8 155 155 155 446 | 104.9 97 114.2
Eroin ng/mL 0 1 1 1 1 0 0 0
Opiat ng/mL 21 Max Max Max Max | 1190 44 0
10 idrar Biitiinliik % | 97 99 98 98 96 96 98 99
Kreatinin mg/ dL 155 155 155 155 155 60.7 211 155
Eroin ng/mL 0 0 1 0 0 1 0 0

Opiyat i¢in >2000 iizerindeki degerler=Max

idrar 6rnegi mevcut degil= -
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Tablo 8. Siyah hashas tohumu ezmesi tiiketen goniillilerin idrarlarinin
immunoassayde bakilan parametrelerinin sonuglari
G.N. |Bakilan Saatler
Parametreler 0 2 4 6 8 12 24 48
Opiat ng/mL 16 1213 1710 1118 355 112 97 85

1 idrar Biitiinliik % 90 91 94 95 95 93 93 91
Kreatinin ng/mL 36.2 | 34.6 32.1 38.4 58.4 38.2 39.5 | 320.2
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 4 464 Max Max | 1935 | 1810 207 302

) idrar Biitiinliik % 95 99 102 100 100 98 99 100
Kreatinin ng/mL 132.4| 28.3 40.6 68.3 68.6 | 132.3 | 120.5 | 118.7
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max Max Max 458 286 55

3 idrar Biitiinliik % 93 99 103 99 98 100 100 95
Kreatinin ng/mL 184.3| 155 155 65.2 141.2 55.2 84.8 175.1
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 753 1899 | Max | Max | 1678 163 250

4 idrar Biitiinliik % 95 97 103 102 98 99 100 96
Kreatinin ng/mL 86.9 30 24.6 38.1 84.1 66.4 85.9 182.3
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max | 1866 | Max 776 1781 395 -

5 idrar Biitiinliik % 95 99 102 100 102 97 97 -
Kreatinin ng/mL 207 51.3 21.7 81.3 46.3 151.8 | 161.3 -
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 -
Opiat ng/mL 9 871 Max - 1822 - 788 237

6 idrar Biitiinliik % 96 100 103 - 101 - 96 96
Kreatinin ng/mL 123.6| 29.5 155 - 47 - 148.4 | 171.6
Eroin ng/mL 0 0 0 - 0 - 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max | 1734 | Max | 1450 307 163

7 Idrar Biitiinliik % 95 97 102 103 100 96 98 97
Kreatinin ng/mL 238.2| 84.7 155 35 106.2 | 1821 | 122.8 | 945
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max Max Max | 603,4 542 12

8 idrar Biitiinliik % 95 100 99 101 98 101 95 103
Kreatinin ng/mL 164.6| 155 43.7 155 66.3 155 1215 | 23.2
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 0 Max Max 1931 756 1912 442 14

9 idrar Biitiinliik % 98 101 99 100 102 95 103 102
Kreatinin ng/mL 64.1 155 35.3 37.7 29.4 129.5 155 30.7
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0
Opiat ng/mL 54.38| Max | Max | Max | 1636 576 195 5

10 idrar Biitiinliik % 100 101 103 101 100 102 101 103
Kreatinin ng/mL 155 155 155 155 51.7 35.3 69.7 22.9
Eroin ng/mL 0 0 0 0 0 0 0 0

Qpiyat icin >2000 iizerindeki degerler=Max
Idrar 6rnegi mevcut degil= -
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4.2 GC/MS Verileri
4.2.1 Validasyon Bulgulari

4.2.1.1 Dogrusallik (Linearite)

Bir analitik yontemin dogrusallig1 test sonuglarindan dogrudan elde edilerek ya
da ¢ok iyi tanimlanmis matematiksel derisimleri belli, belirli bir sirada verilen
ornekler i¢inde analitin degisik konsantrasyondaki 6rneklerinden elde edilir (77).
Dogrusallik %80-%120 oranindaki konsantrasyon uzunluguna sahip bes ya da besten
fazla standarttan en az 3 tekrar calisilmasiyla elde edilir. Veriler grafige gegirilerek,
lineer regrasyon (alan) analizi yapilir ve korelasyon katsayisi (R?) hesaplanir.

Korelasyon katsayisi 1’e yakin olmalidir.

Morfin i¢in 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000 pg/L derisimde olacak sekilde
7 farkli derisimde (n=3) standart ¢ozeltilerin tizerine 100 pg/L morfin-d; i¢ standardi
eklenerek metanol igerisinde ¢ozeltiler hazirlandi, ¢ozeltiler azot atmosferi altinda
uguruldu, 100 pg/L BSTFA %1 TMCS ile tiirevlendirme islemi yapildi, 80°C°de 30
dk inkiibe edildikten sonra 50 pL etil asetat eklenerek viale alinip GC/MS cihazi ile

analiz edildi.

Morfin standard: ve morfin ds i¢ standardi igin elde edilen kromatogramlardan
yola ¢ikilarak elde edilen alikonma siiresi (Rt) ve pik alanmi verisi yardimiyla ¢izilen
kalibrasyon egrisi kullanilarak, analizi yapilan Orneklerdeki morfin miktart

hesaplandi.

Derigsimlere karsilik gelen standart (std) alan ve i¢ standart (igstd) alan

degerleri ile standart alan/i¢ standart alan oran1 Tablo 9’da gosterilmektedir.
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Tablo 9. Kalibrasyon egrisi i¢in gerekli degerler

Derisim . .
Lol Std alan I¢std alan Std alan/I¢std alan
25 412 880 0.468182
25 539 995 0.541709
25 748 972 0.769547
50 515 856 0.601636
50 1275 1009 1.263627
50 934 1054 0.886148
100 1121 991 1.131181
100 1695 869 1.950518
100 1056 833 1.267707
250 2588 745 3.473826
250 4046 1372 2.94898
250 2299 854 2.692037
500 5570 1074 5.18622
500 5742 1105 5.19638
500 5795 1103 5.253853
1000 17949 1828 9.818928
1000 17014 1717 9.909144
1000 13483 1382 9.756151
2000 32961 2167 15.21043
2000 28021 1765 15.87592

Derisimlere denk gelen standart respons/i¢ standart respons degerleri ile

kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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Grafik 2. Morfine ait kalibrasyon grafigi

4.2.1.2 Belirtme Alt Limiti (Limit of Detection, LOD)

Ornekte olgiilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diisiik
miktardir. Kromatografik yontemlerde azalan konsantrasyonda 6rnek hazirlanarak
elde edilen kromatogramdan pik yiiksekligi ve giriilti Olglilerek S/N orani
hesaplanabilir (78). Yontemin belirtme alt limiti, kore ait sinyallerin yiiksekliklerinin

3 katinin, ekim yapilmis en kiigiik derisim olan 50 pg/L 6rnegin sinyalinin yiiksekligi

Std¢*3*Bp,

formiilii kullanilarak hesaplandi.
Stdp

ile karsilastirildi ve LOD =

4.2.1.3 Tayin Alt Limiti (Limit of Quantitation, LOQ)

Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek
en diisiik derisimidir. LOD degerinde oldugu gibi LOQ da derisim cinsinden ifade
edilir ve S/N oranindan faydalanilir (79). Analitin bilinen miktarlarla azaltilmasiyla
hazirlanan 6rnekler olgiiliir ve kabul edilebilir kesinlik ve dogruluga sahip en diisiik
miktar tespit edilir. Yontemin belirtme alt sinir1, kore ait sinyallerin yiiksekliklerinin

10 katinin, ekim yapilmis en kiiciik derisim olan 50 pg/L O6rnegin sinyalinin

yiiksekligi ile karsilastirildi ve LOQ = Std:;%Bh formiilii kullanilarak hesaplandi.

h
(Kor Sinyal Giiriiltii Yiiksekligi (Bn), en diisiik derisimdeki standardin sinyal
yiiksekligi (Stdy), Standardin derisimi (Stdc)).
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Tablo 10. idrarda morfin’e ait LOQ, LOD degerleri.

SIN 49

Standardin derisimi (Std.) 50 ng/L
LOD 3 pg/L
LOQ 10 pg/L

4.2.1.4 Duyarhhk

Duyarlilik; test isleminin konsantrasyonundaki kiiciik degisimleri kaydetme
kapasitesidir. Kalibrasyon egrisinin egimidir (77). On ¢alismalardan elde edilen
verilerden faydalanarak, calisilacak derisimler belirlendi. 100 pg/L derisimde 3’er
kez enjeksiyon yapildi. Morfin i¢in kalibrasyon grafigindeki denkleme bakildiginda
y = 0.0078x+0.886, buradaki kalibrasyon egrisinin egimi m =0.0078 ’dir.

4.2.1.5 Geri Kazanim

Bir matris igindeki bir analitin geri kazanimi, saf standardin gergek
konstrasyonu ile matrise eklenmis ve ekstrakte edilmis olan analit miktarinin 6lgtim
sonucunun karsilagtirilmasidir. Geri kazanim, ekstraksiyon verimliligidir. Denemeler

sonucu elde edilen veriler i¢ standart sonuglar1 kullanilarak hesaplanmastir.
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Tablo 11. idrar havuzuna ekim yapilmis morfine ait farkli derisimlerde yapilan geri

kazanim verileri

Derisim 50 pg/L 100 pg/L 250 pg/L 500 pg/L
Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
Deger | % G.K. | Deger | % G.K. | Deger | % G.K. | Deger | % G.K.
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
1. Paralel
) 54.86 109.72 | 101.45 | 101.45 | 250.78 | 100.31 | 484.08 96.82
Ekstraksiyon
2. Paralel
) 5494 | 109.88 | 102.98 | 102.82 | 256.88 | 102.75 | 490.20 98.04
Ekstraksiyon
3. Paralel
) 56.33 112.66 | 104.82 | 104.82 | 263.97 | 105.59 | 491.66 98.33
Ekstraksiyon
Ortalama 55.38 110.75 | 103.08 | 103.03 | 257.21 | 102.88 | 488.65 97.73
Std. Sapma (SD) | 0.83 1.65 1.69 1.69 6.60 2.64 4.02 0.80
% RSD 1.49 1.49 1.64 1.64 2.57 2.57 0.82 0.82

4.2.1.6 Secimlilik

Yontemin sec¢imliligi; analiti 6rnekte varligr tespit edilmis analit ile girisim

yapabilen diger bilesenlerden farkli olarak dlgme yetenegidir (75). Ornek matrisinde

bulunmasi gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve 6zgiin

belirlenebilmesi, analitik yontemlerin secimliligini belirler. ilgili standart ydntem,

gaz kromatografik bir analiz yontemidir. Sekil 21°den Sekil 23’e goriildiigii tizere

se¢imli ve segici bir analiz yapilabilmektedir.
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Sekil 22. Idrar havuzuna (kér) 100ug/L olacak sekilde morfin ds i¢ standard

eklenmesine ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 23. Idrar havuzuna 100 pg/L olacak sekilde morfin standardi ve morfin-ds i¢

standard1 eklenmesine ait kromatogram ve spektrum..

59



4.2.2 Hashas Tohumu Ezmesi Verileri

Beyaz, sari, siyah hashas tohumu ezmelerinin igersinde morfin, kodein, tebain,

papaverin alkaloidleri bulundu. Sekil 24’te siyah hashas tohumu ezmesinin

icerisindeki alkaloid verilerini gostermektedir.

NDUBE,
18000
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04
Time—-

e

10.80 1

lon 285.00 (284.70 to 285.70): sihas.D\data.ms
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Sekil 24. Siyah haghas tohumu ezmesine ait kromatogram

Hashas tohumu ezmesi scan moda caligilarak Wiley kiitiiphanesinde tarama

yapildi. Hashas tohumu verimi i¢in bazi denemeler yapildi. Bu denemeler sonucunda

elde edilis yilizdesinin bakimindan en yiiksegini elde ettigimiz tebain pikinin

kromatogram ve spektrumu Sekil 25 ve Sekil 26°da verilmistir.
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Sekil 26. Hashas tohumu ezmesinin scan moda saptanan tebain pikinin elde edilis

verimi

4.2.3 GC/MS ile Goniillii idrarlarindaki Morfin Analiz Verileri

Farkl1 renk haghas tohumu ezmesi tiiketen goniilliilerin idrarlarinda morfin i¢in
siv1 s1vi ekstraksiyon yontemi sonrasinda GC/MS kullanilarak elde edilen morfinin
kromatogrami1 ve spektrumu Sekil 27°de gosterilmektedir. GC/MS de saptanan
morfin verileri; beyaz hashas tohumu i¢in Tablo 12°de, sar1 hashas tohumu igin

Tablo 13°de, siyah hashas tohumu i¢in Tablo14’te gosterilmektedir.
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Sekil 27. Hashas tohumu ezmesi tiiketen kisi idrarinda morfin kromatogrami

63



Tablo 12. Beyaz hashas tohumu ezmesi tiiketen goniilliilerin idrarindaki GC/MS ile

saptanan morfin verileri (ug/L)

G, Saatler

0 2 4 6 8 12 24 48
Gl <LOD | 60.28 31.13 11.97 10.91 5.87 5.92 391
G2 <LOD | 37.64 10.73 20.91 14.65 9.91 6.68 <LOD
G3 <LOD | 42.18 17.04 23.66 11.34 14.95 15.09 10.12
G4 <LOD 28.1 10.27 19.4 11.78 15.29 8.15 4.45
G5 <LOD | 4245 13.36 10.57 - - - -
G6 4.56 42.36 17.77 - - - - -
G7 <LOD | 57.27 19.39 38.08 53.08 17.87 11.4 3.08
G8 <LOD 61.5 28.27 24.79 29.42 25.72 23.69 19.84
G9 4.24 56.04 31.26 21.26 26.07 21.94 16.21 12.29
G10 <LOD | 68.34 32.96 20.58 28.19 20.34 16.73 13.03

drar 6rnegi mevcut degil= -

Tablo 13. Sar1 hashas tohumu ezmesi tiiketen Kkisileri idrarindaki GC/MS ile

saptanan morfin verileri (ug/L)

G, Saatler

0 2 54 6 8 12 24 48
Gl <LOD 39.02 61.5 45.7 31.55 17.46 10.08 3.72
G2 6.78 68.56 32.75 41.45 45.7 22.44 16.15 6.37
G3 3.16 20.28 64.17 17.5 45.36 31.51 16.09 <LOD
G4 <LOD 34.89 58.27 64.95 35.72 47.69 10.97 3.86
G5 <LOD | 118.18 57.7 28.95 166.65 60.66 31.25 -
G6 <LOD 86.37 109.88 83.53 96.51 62.26 24.69 6.46
G7 9.53 152,77 32.97 62.73 57.73 78.58 41.59 13.18
G8 <LOD 49.86 15.54 50.03 36.65 11.24 54.17 7.08
G9 <LOD 26.08 16.11 16.57 24.84 28.76 19.57 6.74
G10 <LOD 21.17 26.89 11.08 6.02 59.08 3.53 4.9

Idrar 6rnegi mevcut degil= -
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Tablo 14. Siyah hashas tohumu ezmesi tiikketen kisileri idrarindaki GC/MS
saptanan morfin verileri (ug/L)

4.2.4 GC/MS ile Goniillii idrarlarindaki Tebain Analizi Verileri

G, Saatler

0 2 4 6 8 12 24 48
Gl <LOD | 4456 41.7 23.41 27.64 24.32 31.84 | <LOD
G2 3.89 31.2 52.83 79.71 40.49 34.91 15.7 <LOD
G3 3.9 18.51 23.78 27.03 28.89 12.19 15.82 3.93
G4 5.13 31.82 27.92 39.32 32.98 21.64 16.99 49.20
G5 <LOD 83 48.23 62.99 17.97 33.62 12.54 -
G6 6.1 42.23 29.51 - 35.46 - 19.9 17.1
G7 7.25 99.09 30.92 53.42 33.11 35.22 33.23 20.51
G8 <LOD | 1541 60.36 20.62 42.19 15.26 22.21 22.37
G9 <LOD | 13.24 21.45 11.15 15.12 22.19 15.58 5.9
G10 3.15 15.05 13.74 14.81 31.14 24.13 | <LOD 3.95

drar 6rnegi mevcut degil= -

ile

Tebain standardi olmadi1 igin goniillii idrarlart SIM modda Wiley kiitiiphane

taramasi sonucunda tebain pikine rastlanmistir. 11.75-11.83 alikonma zamanlarina

sahip, ikili pik seklinde tespit edildi.
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Sekil 28. Hashas tohumu ezmesi tiiketmis kisinin idrarinda GC/MS ile saptanan

tebain, kodein ve neopin piklerinin kromatogrami

5 TARTISMA

Ulkemizin milli servet kaynagi olan hashas, kapsiillerinden alkaloidleri elde
edilerek tiirevleri hazirlanmakta ve ila¢ endiistrisinin kullanimina sunulmaktadir.
Hashas bitkisinin tohumlar1 yasal olarak satilmakta ve yaygin sekilde gida amagl
tilketilmektedir. Buradan yola ¢ikarak hashas tohumu ile yapilan gida iriinlerinin
tilketimi sonrasinda yasadist madde saptanmasina yonelik yapilan adli toksikolojik
test analizlerinde morfinin esik degerin lizerinde olup olmayacagi eger var ise hangi

diizeyde etkilesim etkisi, aragtirilmak istenmistir.

Haghag tohumu ezmeleri Afyon ilinin Sandikli il¢esinde bulunan carsi
igerisinde satilan bir diikkkandan alindi. Hagshas tohumunun ezme olarak se¢ilmesinin
nedeni Ozellikle Afyon gibi f{retimini oldugu yerlerde siklikla kahvaltilarda

tiiketildigi gibi borek iclerine de katilip yenilmesidir.
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Yapilan literatiir taramasinda, degisik oranlarda caligmalar yapildig1 goriilmiis
(80,86) ve iilkemizde de ¢ok tiiketildigi i¢in ortalama bir deger olarak 100g hashas

tohumu ezmesi tiiketimine karar verildi.

Casella ve ark (84) yaptiklar1 hashas tohumu ekstraksiyon modeli yontemi
kullanilarak yapilan analizde alkaloidler tarafimizdan saptanamadi. Fakat yontemde
modifikasyon ile alkaloidlerin varligi tespit edildi. Bu prosediir ii¢ renk hashas
tohumu ezmelerine uygulandiginda, kodein, morfin, tebain ve papaverinin varlig
tim ezmelerde saptandi. Hashas tohumunun alkaloid konsantrasyonundaki
degisiklikler iklim, toprak, kompozisyon, tohum kalitesi, hasat yil1 ve ekili haghagin
cesitliligi nedeniyle ortaya cikabilmektedir. Pigmis, elenmis ve muamele edilmis
(gida igin yikama, islatma, 6glitme ve firinlama) tohum numunelerine yapilan
islemlerin  madde  konsantrasyonunu  azaltmasmin  yan1  sira  alkaloid
konsantrasyonlarindaki  (<%80-90) belirgin azalmalar yapilan c¢alismalarla
belgelenmistir (43,85-87). Calismamizda ayni islemden ge¢mis, hazir olarak alinan
beyaz, sari, siyah, hashas tohumu ezmelerin icinde tespit edilen alkoloid
konsantrasyonlar1 aralarinda ¢ok az fark vardir ve yiizde biiyiikliik siralamasi siyah,

sar1 ve beyaz seklindedir.

10 goniillimiiziin ( 8 Kadin, 2 Erkek) ikisi arastirmaci bilgisi dahilinde 6zel
sebeplerden dolay1 belli saatlerdeki idrarlarin1 veremedi ve toplamda 227 idrar 6rnegi

toplandi.

Idrar drneklerinde kreatin normalizasyonu yapilmadan onceki sonuglarimiz;
beyaz hashas tohumu ezmesinde aliminda %45.1 (n=32/77), sar1 hashas tohumu
ezmesinde aliminda %54.4 (n=43/79), siyah hashas tohumu ezmesinde aliminda
%53.3 (n=41/77); kreatin normalizasyonu yapildiktan sonraki sonug¢larimiz;
sirasiyla, beyaz hashas tohumu ezmesinde aliminda %62 (n=44/71), sar1 hashas
tohumu ezmesinde aliminda %73.4 (n=58/79), siyah hashas tohumu ezmesinde
allminda %68.8 (n=53/77) bulunmustur. Bu da gosteriyor ki kreatinin
normalizasyonu yapildaktan sonra esik degerin iizerinde kalan sayisinda artig

oldugunu gostermistir.
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Hashas tohumu ezmelerinin tiiketiminden sonra morfin igeren idrar
orneklerinin GC/MS dogrulamasi ile immunoassayin performans 06zellikleri

asagidaki Tablo 15°de gosterilmektedir

Tablo 15. immunoassayin performans ozellikleri

Beyaz | San Siyah
Yanlis Negatif 8 2 9
Yanlis Pozitif 0 1 1
Dogru Negatif 17 19 15
Dogru Pozitif 43 S7 52

Calismamizda GC/MS’le analiz edilen idrardaki morfin konsantrasyonu
(10.08-166.65 pg/L) arasinda degisti. Sonuglarimiz daha onceki ¢aligsmalarda
yayinlanan morfin konsantrasyonu (4.1-302.1 pg/L) araligindadir (86). Ayrica idrar
ornekleride morfinin 48 saate kadar saptanmasi, 6nceden yaymlanmis hashas tohumu

atilimi ¢alismalarinda sunulan sonuglara karsilik gelir (80,83,88).

Immunoassayde opiyat sonuglarimizin ¢ok yiiksek bulmamizin nedeni cihazin
6-MAM hari¢ mevcut biitiin morfin ve tiirevlerinin, segiciligini benzer ve hepsini
birlestirerek veriyor olmasidir. Tanimlayici enzimler genis bir opiyat (morfin ve
tiirevleri) yelpazesiyle reaksiyona girer. Bu yiizden immunoassayden sonra érnegin
dogrulanmasi yapildiginda morfin degerini daha diisiik verebilir. Ayrica bunu
gozlemlemek i¢in 2 mL idrar havuzuna 50 pg/L olacak sekilde morfin standardi

ektigimizde immunoassayde opiyat sonucunun 50 ng/L gordiik.

Bu veriler 1s18inda hashas tohumu ezmesi tiikketimiyle morfin idrarda
cogunlukla pozitif sonu¢ vermektedir. Idrar &rnegindeki morfinin varliginin
yorumlanmasi bazi durumlarda bir sorun teskil eder ¢iinkii idrar 6rneginde bulunan
morfin farkli kaynaklardan da gelebilir. Bu kaynaklar; illegal olarak tiiketilen ¢ig
afyon, regeteli farmosotik afyon, yasadisi eroin, farmasotik morfin, farmasotik
kodein, ve hashas tohumu sayilabilir (89). idrar numunesinde ek olarak bulunan

diger alkaloidlerin varlig1 morfinin varliginin yorumlamada 6nemli bir yardimcidir.
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Haghas tohumu tiiketimi sonrasinda alinin idrarlarin GC/MS ile analizi sonucu,

morfin, tebain, kodein ve neopin elde edildi.

Morfin, kodein, tebain, neopin, papaverin (hashas tohuumnda) alkaloidlerinin

her birinin kimligini secici iyon izleme (SIM) kullanilarak belirlenmistir.

Buradan yola c¢ikarak yaptigimiz arastirmalarda tebainin hashas tohumu
alimindan yararli bir belirteg olarak o6nerilmistir (84,86,90). Calismamizda sivi sivi
ekstraksiyon yontemi ile GC/MS morfin analizini sonuglari igerisinde yapilan Wiley
kiitliphane taramasinda tebain saptanmadi. Bunun nedeni tebainin tiirevlendirme
asamasinda yiiksek sicakliktan dolay1 bozulmaya ugramasiydi (84). Babike M. (89)
yaptig1 caligmasinda 3 mL idrar 6rnegi toxi tiipe alindiktan sonra azot altinda
ucuruldu ve tizerine 100 pL MeOH ile GC/MS le analiz edilmesi sonucunda tebaini
saptadiklarint bildirmislerdir. Bu analizi uyguladigimizda biz tebaini saptayamadik.
Casella ve ark (84) yaptiklar1 SPE prosediirii uygulandiginda ise Wiley kiitiiphane
taramasiyla tebaini tespit ettik. Ornek hazirlama kisminda bazi denemelerde
bulunduk. Makalede gegen Ornek hazirlama kismi 5 mL idrar, 1 M NaOH
seklindeydi. Buna ek olarak; 3mL idrar, 3 mL MeOH, 5 mL su; 3 mL idrar, ImL 1 M
KOH ve yalniz 3 mL idrar ile denemeler yapildi. Yaptigimiz denemeler sonucunda
%100 en yakin olan %96 lik tebain piki eldesini 6rnek hazirlama kismina 3 mL idrar
denemesiyle bulundu. Bu prosediir hashas tohumu tiiketimi sonucunda alinan idrar
orneklerimizin timiine uygulandi. Tebainin steroizomeri oldugu i¢in ¢ift pik seklinde
ard arda gelmektedir (91). Tiim idrar 6rneklerimizde 0.saatleri hari¢ hepsinde az da
olsa tebain tespit edildi. Meadway ve ark. (86) ¢alismalarinda tebain hashas tohumlu
kapali ekmek rulolarinin tiiketimini takiben sadece dort idrardan ikisinde
bulunmustur. Hashas ezmesinde bulunan daha biiyiik miktarda tohum tiiketimini
takiben, tebain 24 saat boyunca en az bir numunede tiim deneklerde saptamiglardir.
Yine bu yontem ile tebain pikinin yaninda kodein ve neopin (kodein metaboliti ya da

afyon kullanimini gosterir) pikini de goriiyoruz.

Idrarda morfinin yaninda kodein bulmamiz daha onceki calismalarla

desteklemistir (80-86) .
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Beyaz, sari, siyah hashas tohumu ezmesinin igerisinde var olan papaverin
Trofkowski (88) ve Mass (92) tarafindan yayinlanan sonuglara benzer sekilde, hashas
tohumlarmin tiiketilmesinden sonra idrar 6rneklerimizde iki yontemle de saptanmadi.
Ek olarak morfin, kodein, noskapin ve papaverinin analjezik, antitiisif veya
vazodilatator ajanlar olarak kullanilmasi goz oOniine alindifinda, pozitif bulgular

belirli tibbi tedavilere bagli olabilecegi i¢in belirte¢ olarak kullanilmadik.

Farkli kotiiye kullanim uyusturucu siniflar1 arasinda afyon iriinii kullanim
belirteclerinin arastirilmasi en ¢ok ilgi goriir. Clinkli hangi yasal veya yasadisi
tiriinlerin  kullanilmasiyla ilgili yasal sorunlar sik¢a ortaya c¢ikmaktadir. Afyon
tirtinlerini spesifik belirtegleri arasinda eroin igin 6-AC(6-asetil kodein) ve 6-MAM
(6-monoasetil morfin) ve afyon igin retikulin verilir (89). 6-MAM f{iriner opiyatlarin
kaynaklar1 arasinda bir ayirma yontemi olarak Onerilmistir. Haghas tohumu ezmesi
tiiketiminden sonra alinan idrar 6rneklerimizin tiimiiniin igerisinde eroin metaboliti
olan 6-MAM immunoassay cihazi ile saptanmadi Bu metabolit analiz edilen tohum
numunelerinde herhangi birinden veya tohum alimindan sonra idrar 6rneklerinde
rastlanmamasi bazi yazarlar1 desteklemistir (86). Bu nedenle 6-AC ve 6-MAM
varligr haghas tohumu tiiketiminin yerine eroini kotiiye kullanimini teyit eder.
Yarilanma Omiirleri ¢ok kisa olduklarindan saptanabilir olma ihtimalinin disiiktiir
(92). Eroin ile haghas tohumu arasindaki farki bulmak i¢in son zamanlarin gozde
markeri olarak, eroinin elde edilis asamasinda asit anhidritlenmesi ile tebainin
yapisinin bozuldugunda idrarda saptanan ATMAG (asetillenmis-tebain-4-metabolit-
glukronid) dir (91,93).

Bu sonugclar 1s518inda 100 g hashas ezmesinin fazla olabilecegi elestirileri i¢in
calismamiza ek olarak izmir Bornova’da firindan alinan hashash ¢orekten 2 dilim
yenilmesi sonucunda kisilerin idrarlarinda immunoassay i¢in opiyat cut off degerinin
tizerinde pozitif verildi. Dogrulamasi i¢in sivi sivi ekstraksiyon yontemi sonrasinda
GC/MS ile morfin analizi sonucu saptanabilen degerin {izerinde bulunmustur. Yine
bu idrarlara kati-faz ekstraksiyon yontemi uygulanarak GC/MS verildiginde tebaine

rastlandi.
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6 SONUC ve ONERILER

Idrar 6rneklerinin taramas1 enzimatik immunoassay yéntemi (CEDIA- Olmpus
AU400) ile semi-kantitatif olarak yapildi. Hashas tiiketimi sonucunda toplanan idrar
orneklerinde kreatinin normalizasyonu yapildiktan sonra; morfin ve tiirevleri igin
esik deger (cut off) lizerinde elde edilen veriler sirasiyla, beyaz hashas tohumu
ezmesi aliminda %63.38 (n=4571), sar1 hashas tohumu ezmesi aliminda %73.4
(n=58/79), siyah hashas tohumu ezmesi aliminda %68.83 (n=53/77) bulunmustur.
Pozitif olarak saptanan idrar 6rneklerinin dogrulama ¢alismasi Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (Agilent Technologies 5977 A MSD) ile yapildi. Bu asama
icinde; morfin i¢in 25-2000 pg/L arasinda dogrusal bir yanit elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayist (R?) 0.9804 ‘diir. Morfinin belirtme alt limiti (LOD) 3
ug/L, tayin alt limiti (LOQ) 10 pg/L dir. 50 pg/L, 100 pg/L, 250 pg/L ve 500 pg/L
(n=3) derisimlerde yapilan ortalama geri kazanim degerleri %97.73-110.75 arasinda

bulundu.

Hashasin gida olarak alinmasi sonucunda toplanan idrar érneklerinin GC/MS
ile analizinde morfin i¢in LOQ degerinin {izerinde elde edilen veriler sirasiyla; beyaz
hashas tohumu ezmesi aliminda %73.2 (n=52/71); sart haghas tohumu ezmesi
aliminda %85.5 (n=69/79); siyah hashas tohumu ezmesi aliminda %79.2 (n=61/77)

olarak bulunmustur.

Calismamizda, hashas tohumlarmi gida olarak tiikketen kisilerin idrar
orneklerinde morfin saptanmistir. Bagimlilik potansiyeli ve keyif verici o6zelligi
nedeniyle suistimali 6nemli bir problem olan morfin kullaniminin, hashas
tohumlarin1 gida olarak tiikketiminden sonra ayirt edilebilmesi i¢in hashas
tohumlarmin dogal bilesini olan “tebain” analizi yapilmistir. Bir belirteg olarak
secilen tebain analizi ic¢in kat1 faz ekstraksiyon yontemi uygulandi ve GC/MS ile
Wiley kiitiiphane taramasi yapilarak goniillilerin 0. saatleri hari¢ diger saatlerde
alinan idrar 6rneklerinde tebain saptandi.

Sonug¢ olarak, hashas tohumu ezmesini gida olarak tiiketen kisilerin idrar
immunoassay ve GCMS analizleri sonuglarinin 6nemli kismimin esik degerin
tizerinde morfin bulunmustur. Adli toksikolojik analizlerde hashas tohumlarinin gida
olarak alimini1 gosteren tebain gibi bir belirtecin analiz edilmesinin 6nemi

gosterilmistir. Ulkemizde hashas tohumu ile yapilan gidalarin tiiketiminin yaygimlig
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nedeniyle bu calismada ele edilen adli toksikolojik verilerin ilgili diizenlemelerde

degerlendirilmesi dnemlidir.

Hashas tohumu ezmesinin tiiketilmesi sonucunda idrar 6rneklerinde morfin ve
kodein bulunmasi adli tip testlerinde analitik veri yorumlamasini sorgulamaya neden
olmustur. Bu nedenle pozitif sonu¢ vermesi gibi bir sonucla karsilagilmadan 6nce
kisinin son zamanlarda yedigi yiyeceklerin ayrintili sorulmasi, gida anemnezi iyi
yapilmalidir. Idrarda tebainin var olup olmadig1 tespit etmeliyiz. Ayrica idrardaki
diger alkoloidler ve metabolitlerini saptanmaliy1z ki morfinin gelis kaynagini1 diger

belirtecler lizerinden yorumlansin.

Haghas tohumlar1 i¢in pozitif madde testlerine kesinlikle yol agmayacak bir

gida kullanimi esigi kullanilabilir.

Ulkemizde bu tip analizlerin yapildigr adli kurumlar disindaki kurumlara da

(Genglik ve Spor Bak. vb.) bu konuda bilgilendirilebilir

Gebe veya emziren annelere, haghas tohumu tiiketimiyle alinan morfinin bebekte

birtakim etkilere yol acabilecegi i¢in bilgilendirme yapilabilir.
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