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Onsoz

Tez kapsaminda insan idrarindaki Etil morfinin tayini icin terbiyum kompleksine
dayanarak hassas bir florimetrik yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Adli toksikoloji,
cesitli ilaglarin ve zehirlerin insanlar iizerindeki etkileri ve miktarlariyla ilgili olan
farmakoloji biliminin bir pargasidir. Etil morfinin 6limciul zehirlenmelere neden
olabilecegi veya Oliime neden olabilecegi birgok ¢alismada gostermistir. Etil morfinin

tehlikelerinden dolayi, hassas, hizli ve yerinde analize uygun olabilecek bir analitik

yontem gelistirilmesi adli bilimler agisindan 6nemlidir. Bu tezde etil morfin icin floresans

temelli hassas, hizli, ekonomik ve yerinde analize uygun bir analitik metot gelistirilmesi,
validasyon testlerinin yapilmasi ve son olarak da yapay idrar 6rneklerine uygulanmasi
gerceklestirilmistir. Bu etil morfin igin gelistirilen ilk floresans temelli yontemdir.

Oncelikle bana analitik kimyay1 sevdiren, her daim yanimda olan, tecriibeleriyle yolumu
aydinlatan, ¢ok degerli danisman hocam Dog¢.Dr. Mehmet Gékhan CAGLAYAN 'ya

sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.
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ogrencisi Sezen frem KAFTANOGLU’na tesekkiir ederim. Tiirkiye’ye geldigimden beri
her tiirlii destegi veren arkadasim Kiibra TASYUREK ’e tesekkiir ederim. Yiiksek lisans
calismam boyunca hep yanimda olan, tecriibeleriyle bana yol gosteren, degerli zamaninm
bana ayiran Prof.Dr Sinan SUZEN’e ¢ok tesekkiir ederim. Anabilim Dalinin biitiin

hocalarina vermis olduklari bilgiler i¢in ve yardimlarindan dolayi tesekkiir ederim.

Beni yetistiren, hayatimin her alaninda bana maddi-manevi destek olan ve her sekilde

giivenen aileme, sabir ve anlayislari i¢in tesekkiir ederim.
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GC-MS/MS Gaz kromatografisi tandem kditle spektrometresi
HPLC Yiiksek performanslh sivi kromatografisi

LOD Tespit sinir1

LOQ Tayin Alt Siurt
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1. GIRIS

Etil morfin (ayrica diyonin veya 3-etoksimorfin olarak da bilinir), siv1 preparatlarda
antitussif bir madde olarak kullanilan bir opioidtir. Molekiiler yapis1 morfine oldukca
benzemektedir. Morfin ile tek fark 3.karbon konumunda ek bir etil grubudur. Etil morfinin
opioid p reseptorine afinitesi, morfinin afinitesinin sadece 1 ila 300'i kadardir (Chen ve
ark., 1991). Bir etil morfin dozunun yaklasik %5-20'si genetik polimorf hepatik sitokrom
P450 izoenzimi 2D6 (CYP2D6) ile morfine metabolize edilir. Etil morfinin farmakolojik
etkilerinin ¢ogunun, morfine biyo-doniisim yoluyla gergeklestigi diistiniilmektedir
(Aasmundstad ve ark., 1995). Etil morfin ABD'de bir ¢izelge II ilacidir, ancak diinyadaki

cesitli iilkelerde kullanim i¢in onaylanmistir.

Etil morfinin 6liimciil zehirlenmelere neden olabilecegi veya 6liime neden olabilecegi
bircok ¢alismada gostermistir. Ornegin Demetz ve ark. 1983°de eroin bagimlisi bir geng
erkekte asirt dozdan kaynaklanan bir etil morfin asirt 6liimciil zehirlenme vakasi
raporlamiglardir. Yine asir1 doz etil morfinden 6len bagka bir geng eroin bagimlist oldugu
Kintz ve ark. (1994) tarafindan raporlanmistir. Steentoft ve ark. (1989), 1984-1985
yillarinda Iskandinav iilkelerinde etil morfin kullanimi nedeniyle alt1 kisinin zehirlenerek
oldiiglinii belirtmislerdir. Helland ve ark. (1991) 10 aylik bir gocuga aksam saatlerinde etil
morfin uygulandigi ve ertesi sabah yatakta olii olarak bulundugunu, bu nedenle etil
morfinin bu ¢ocugun 6liimiinden sorumlu olabilecegini belirtmislerdir. Norveg’de en ¢ok

kullanilan opiatlarin kodein, morfin ve etil morfin oldugunu (Gjerde ve ark., 1991)

Etil morfinin yukarida 6rneklenen tehlikelerinden dolay1, hassas, hizli ve yerinde analize
uygun olabilecek bir analitik yontem gelistirilmesi adli bilimler agisindan 6nemlidir.
Bugiine kadar etil morfin i¢in gelistirilen calismalar incelendiginde bir¢ok analitik
caligmanin yayinlandigi goriilmektedir. Bu calismalarin ¢ogunlugu kromatografik
caligmalardir. Degim ve ark. (2001) yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

kullanilarak, tablet formiilasyonlarinda kodein ve etil morfinin eszamanli olarak



tayinlerini gergeklestirmislerdir. C18 kolonun kullanildigi ¢aligmada bu iki maddenin
analiz siiresi 7 dakika olarak raporlanmistir. Gjerde ve ark. (1991) kanda bulunan kodein,
etil morfin ve morfinin miktar tayini icin once bir kat1 faz ekstraksiyonu ile analitleri
ayirmislar ardindan ve gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) ile tayinlerini
gerceklestirmiglerdir. Buy ¢alismada etil morfinin tespit limit 25 nM’dir. Gundala ve ark.
(2018) es zamanli olarak disiklomin ve etil morfinin tablet dozaj formunda tayini igin bir
ters faz (RP-HPLC) metodu gelistirip valide etmislerdir. Bu iki maddenin tayini 5
dakikada tamamlanmistir. Krizman-Matasic ve ark. (2019) atik sularda ve irmaklarda sivi
kromatografi tandem kdtle spektrometri (LC-MS/MS) kullanarak 27 opioid analjezigin
tayinlerini gerceklestirmislerdir. Viane ve ark. (2016) ise insan plazmasinda 16 opioid
tirti bilesen icin LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Van Gansbeke ve ark. (2015)
iclerinde etil morfinin de bulundugu 120 tane yasakli maddenin 16 dakikada analizi i¢in
gaz kromatografisi tandem kutle spektrometrisi (GC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir.
Eckart ve ark. (2015) 35 opioidin biyolojik sivilarda tayinleri igin LC-MS/MS yontemi

gelistirmislerdir.

Etil morfin igin gelistirilen yontemler incelendiginde, bu yontemlerin kromatografi
temelli yontemler oldugu goriilmektedir. Yukarida bahsedilen yontemler yiiksek
dogruluk, kesinlik ve segicilik ile birlikte birden ¢ok analitin numunelerde tayin
edilebilmesi agisindan 6nemli yontemlerdir. Bununla birlikte bu yodntemler yerinde
uygulamaya uygun degildir ve gerektidikleri cihazlar agisindan olduk¢a pahali
yontemlerdir. Etil morfin i¢in simdiye kadar gelistirilen yontemler incelendiginde, yerinde
analize uygun, basit cihazlarla uygulanabilecek ve hizli bir yonteme rastlanilmamistir. Bu
tezde etil morfin i¢in floresans temelli bir analitik metot gelistirilmesi, validasyon
testlerinin yapilmast ve son olarak da yapay idrar Orneklerine uygulanmasi

gerceklestirilmistir.



1.1.  Etil-morfinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Etil morfin narkotik bir analjezik ve antitussiftir. Molekiiler yapis1 morfine benzer, tek
fark 3 konumunda ek bir etil grubudur. Kapali formiilii C19H23NO3 olan etil morfin 'in
molekiiler agirligi 313.4 g/mol’diir. Etil morfin'in ¢éztnirligi 20 ° C'de sudaki 2610
mg/L'dir. (Seidell ve ark., 1941).

Sekil 1.1 Etil morfin 2D Yapisi

1.2.  Etil morfinin Farmakokinetigi

Etil morfinin aktif metabolitleri, 6zellikle de morfin, p-opioid reseptoriine baglanarak ve
aktive ederek etkilerini gosterir. Bunun nedeni, opioidlerin yapisal olarak viicutta dogal
olarak bulunan endojen endorfinleri taklit etmesi ve ayrica p-opioid reseptor seti Uzerinde
caligmasidir. Opioidlerin bu dogal endorfinleri yapisal olarak taklit etme sekilleri 6fori,
agr1 ve anksiyolitik etkileriyle sonuglanir. Bunun nedeni endorfinlerin agriy1 azaltmak,
uykululuk ve zevk duygularina neden olmaktan sorumlu olmasidir. Aci, yorucu egzersiz,

orgazm veya genel heyecana cevap olarak salinabilirler. Etil morfin, morfinden daha az



etkili ancak kodeinden biraz daha gii¢lii olarak tanimlanmistir (Baumgartner ve ark.,
1989).

Tek bir Okstrik karistmi  dozunun tatbik edilmesinden sonra Etil morfin'in
farmakokinetiginin incelendigi bir ¢alisma bir 0ksiiriik ilac1 karisimi olan Cosylan'in 10
saglikli denekte morfin ve morfin-glukuronid olusumunu kanitladigr bir calisma
mevcuttur (TOR A. ve arka.,1995). Son zamanlarda, insan gondllilerinde etil morfininin
bir metaboliti olarak morfinin olusumu gosterilmistir (Ripel ve ul., 1992). Etil morfin,
¢ogunlukla karaciger homojenatlarinda ve mikrozomlarinda N-demetilas enzim
reaksiyonlart i¢in bir model substrat olarak kullanilmistir (George ve Tephyl 1968;
Nerland ve Mannering 1978; Thompson ve Holtzman 1977; Jarvi ve digerleri 1986;
Ladona ve digerleri 1989). Etil morfinin metabolik yollarindan dolay1 izole Sigan
Hepatositlerdeki etil morfin metabolizmasin1 arastirmak amaciyla Xu ve ark. (1993)
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada, in vivo veya saglam bir hiicre sisteminde etil
morfin karakterize edilmemis, tespit edilen iki ana metabolik maddenin inkiibasyon

strasinda morfin ve noretilmorfin oldugunu kanitlamislardir.

1991 yilinda Ripel ve ark. iki kadina (viicut agirligi 52 ve 55 kg) ve iki erkege (viicut
agirhigi 75 ve 85 kg), tek bir oral dozda 76 mg Etilmorfin (45 ml Cosylan) uygulamislardir.
Kan ornekleri uygulamadan 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra alinmistir. Serum elde etmek i¢in
kan ornekleri oda sicakliginda bir saat sonra 1000 x g'de 30 dakika santrifij edilmistir.
Idrar numuneleri iki kisiden, ilk giin ve her sabah etil morfin alimindan bir hafta sonrasina
kadar toplanmistir. Serum ve idrar 6rnekleri analizden 6nce -20 °C de saklanmistir. Morfin
ve etil morfin, serum ve idrarda GC-MS ile O6l¢iilmiistir. Tespit edilebilir
konsantrasyonlarda morfin ve normorfin, etil morfin alimindan sonra morfin olusumunu

dogrulamstir.



1.3.  Etil-morfinin Adli kimyadaki ve Toksikolojideki Onemi

Adli toksikoloji, ¢esitli ilaglarin ve zehirlerin insanlar {izerindeki etkileri ve miktarlariyla
ilgili olan farmakoloji biliminin bir pargasidir (Max, M ve ark., 2015). Baska bir deyisle,
adli toksikoloji, kimyasallarin insan viicudu {izerindeki zararli etkilerinin tibbi ve yasal
yonleriyle ilgilenen bir bilimdir (Gupta, PK., 2001). Numunelerde bulunan ilaglarin tespiti
ve / veya miktar tayini ve elde edilen sonug¢larin yorumlanmasi analitik yontemler

olmadan yapilamaz.

Etil morfinin molekiiler yapisi morfine benzemektedir, tek fark 3 konumunda ek bir etil
grubudur ve esas olarak bir antitussiftir. Etil morfinin diger afyonlarla ortak o6zelligi,

kotiiye kullanim potansiyelinin morfine biyotransformasyonu ile ilgili olmasidir.

Ayrica, onceki calismalar etil morfin ve kodeinini yapisal benzerliklere sahip oldugunu
gostermistir. Adli bilim aragtirmacilari, antitiisif ilag tedavisi igin etil morfinin alkolikler
ve uyusturucu bagimlilar tarafindan koétiye kullanildigini ispatladilar. Etil morfinin
6lumlere neden oldugu veya 6limciil zehirlenmelere neden olabildigi ¢esitli makalelerde
belirtilmistir (Demetz ve ark. 1983; Kintz ve ark., 1994). Steentoft ve ark. (1989), 1984-
1985 yillarinda Iskandinav iilkelerinde etil morfin nedeniyle alti kisinin zehirlenerek
oldiiglinti bildirmistir. Helland ve ark. (1999), 10 aylik bir ¢ocuga aksam saatlerinde etil
morfin uygulandig1 ve ertesi sabah yatakta 6lii olarak bulunduklari bir vaka bildirmistir.
Etil morfinin bu gibi 6liimlere neden olabilen 6zelligi onun bir silah gibi de kullanilabilme

potansiyeli tasidigin1 gostermektedir.

Etil morfin hem morfine hem de kodeine metabolize edilir ve siklikla 6rnegin eroin
yoklugunda ilag bagimlilar1 tarafindan kullanilir, etil morfin i¢eren oksiiriik baskilayicilar
icin recete gerekmeyen birgok Ulkede siklikla uyusturucu bagimlilart tarafindan

kullanilmakta ve 6liimlere yol agmaktadir.



1.3.1. Etil morfin igin Kullanilan Sokak isimleri

Tum opioidlerin cadde isimleri vardir ve diger karisimlarla birlikte kullanilirlar, morfinin

sokak adi 'Miss Emma’.

Alkolsiiz bir icecek ve seker ile karistirilan Kodein, alkol de dahil olmak iizere bazi
degiskenler ile profesyonel Amerikan atletler ve gliney rap miizigi arasinda popiilerdir.

Tek basina kodeinin sokak adlar1 Kaptan Cody, Cody, kiiciik ¢ ve okul ¢ocugu.

Etil morfin renksiz kristaller veya beyaz kristal tozlar olarak gérunur. Alkolsuz icecek ve
sekerleme kilifi ile Etil morfin karisimi da bulunamamustir. Etil morfin icin de sokak

isimleri bulunamamastir.

1.4. Floresans Spektroskopisi

Isin elektromanyetik bir radyasyondur ve dalga boyu, frekans, dalga sayis1 ve genlik gibi
parametrelerle tanimlanir. Isin dalgalarinin iki maksimum ya da minimum noktasi
arasindaki mesafeye dalga boyu denir ve A ile gosterilir. Isigin 200-380 nm arasi dalga
boylarini i¢eren bolgesi mor 6tesi (UV) bolge olarak adlandirilir. Gozle goriinebilen bolge
ise 380-780 nm araligindadir (Poole ve Kalnenieks, 2000). Isig1 absorplayan tiirlerin
uyarilmis hale gectikten sonra 151k yayarak temel hale donmelerine floresans adi verilir.
Ancak maddeler absorpladiklar1 enerjiyi sadece 1s1k olarak yaymazlar ve bazi 1s1masiz
siireclerle de kaybedebilirler. Bu 1s1masiz durulmalar, i¢ doniisiim, dis doniisiim, bag
ayrilmasi, sistemler arasi gegis gibi siireclerdir (Caglayan, 2014) Bir maddenin floresans
yapip yapmayacagl veya ne oranda floresans yapacagi 1simasiz durulmalar ile floresans
arasindaki rekabete gore belirlenir. Bir floresansinin verimi floresans kuantum verimi ile

ifade edilir:



= ky
kgt+k,

Bu basitlestirilmis formiiled @ floresans kuvantum verimini, kf floresansin hizini, k, ise
1simasiz  durulma olaylarmin toplaminin hizin1 ifade eder.  Floresans sinyalleri
spektroflorimetreler ile olgtliirler. Sekil 1.2°de bir spektroflorimetrenin blok diyagrami

gorulmektedir.
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Sekil 1.2. Floresans spektrofotometresinin sematik gosterimi (Ankara Universitesi
Analitik-Kimya-Laboratuvar1 FOyl 3 Enstrimantal Analiz)

Lantanitler serbest haldeyken zayif floresans oOzellikleri gostermekle birlikte
komplekslestiklerinde yasakli gecislerin miimkiin hale gelmesi nedeniyle floresans
verimleri artabilmektedir. Bu yilizden lantanitlerle komplekslesebilen maddelerin
sayesinde miimkiin hale gelen gecisler ¢esitli floresans bantlarini serbest hale gecirmekte

bu ligandlarin tayinlerini miimkiin kilmaktadir (Lotfi ve ark., 2017).



1.5. Analitik Yontemin Validasyon (Yodntem Gegerlik Testleri)

Herhangi bir analitik yontemin amaci tutarl, glivenilir ve dogru veriler saglamaktir. Bu
nedenle, kullanimdan once, performansin ve yontemin sinirlamalar ile bu 6zellikleri
degistirebilecek dis etkiler belirlenmelidir. Validasyon bu amaca ulasmada biiyiik rol
oynar (Huber, L.,2007). “Validasyon” kelimesi, Latince Validus teriminden gelir; deger /
giiclii anlamina gelir, bu nedenle bir seyin dogru, kullanish ve glivenilir oldugunu gosterir
(Araujo, P., 2009). Validasyon en dogru tanimi ISO 9000: 2000 tarafindan dogrulama
olarak, ayrintili bir inceleme ve gergek¢i ve kesin kanitlar elde edilmesi yoluyla
prosediiriin amag icin etkin bir sekilde uygulanabileceginin gostergesidir. Validasyon,
yontem icin secilen herhangi bir yaklagimin, stratejinin, deneysel prosediiriin, islemin,
laboratuvar personelinin, enstriimantasyon, reaktiflerin ve oda kosullarinin sabit kosullar
altinda uygun bir sekilde calisacagini kanitlama eylemidir. Ayrica, bu faktorlerin
uygunlugunu bireysel olarak degerlendirmek igin kullanilabilir (Gowik.P. ,2009).
Dogrulama, uygulanabilirligin kapsamini ve kosullarmi degerlendirir ve rutin analizde
gelecekteki her 6l¢iimiin analitin ger¢ek degerine yeterince yakin bir konsantrasyonunu
saglayip saglayamayacagini kontrol eder. Ek olarak, 6l¢iilen bir konsantrasyonun tesadiif
derecesini ve gercek degeri, sonugla ilgili onyargi ve belirsizligin hesaplanmasiyla da
Olcebilir. Bu nedenle, validasyon yontemin bir kalite kontrol araci olarak ve arastirma
destegi i¢in kullanilmaya uygun olup olmadigmni dogrular. Metodu gelistirmede,
laboratuvarlarin yiiksek giivenilirlikle analitik veri iiretebildiklerini kanitlamak igin
uygulanmas1 gereken oOnemli bir adimdir. Dogrulama, iyi tanimlanmis kalite
parametrelerinin belirlenmesinden olusur: istatistiksel (secicilik, 6zgiilliik, kalibrasyon
egrisi, dogrusallik, kalibrasyon araligi, dogruluk, hassasiyet, geri kazanim, tespit limiti,
6l¢iim limiti (LOQ), sistem uygunlugu ve karsilastirma diger yontemlerle) ve isletme /
ekonomik (¢apraz kirlenme, basitlik, analiz siiresi, analiz basina fiyat, laboratuvar

personeli icin glvenlik ve cevresel etki)



1.4.1.Tipik Validasyon Parametreleri

Dikkate alinmasi gereken tipik Validasyon parametreleri (Skoog- Holler Nieman 1998).

Dogruluk
Kesinlik
Secicilik
Teshis Sinir1
Tayin Sinir
Dogrusallik
Duyarhilik

Calisma Aralig

1.4.2. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, bu yontemle elde edilen test sonuglarinin gergek degere
yakinligidir. Bu bazen gergeklik olarak adlandirilir. Dogrulugun, belirtilen araligi
kapsayan minimum (¢ konsantrasyon seviyesi tzerinden en az dokuz tekrar kullanilarak
belirlenmesi 6nerilir (3 farkli konsantrasyon / 3 tekrar). Tahlil ile elde edilen analit ylizdesi

olarak ol¢ulur. Kurtarma, denklem ile belirlenebilir:

. Analitik Sonu
Geri Kazanim = ——>°T% » 100%

Gergek Deger



1.4.2.1. Referans standart ile karsilastirmak:

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢iim alinir ve bu degerler % geri
kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Referans standartlari,
yuksek hassasiyetli bir karsilastiric1 kullanarak birincil standartlarla karsilastirilarak ve

ideal olmayan 6l¢tim kosullari i¢in uygun diizeltmeler yapilarak kalibre edilir.

Hesapla bulunan degerlerin c¢izelgede yer alan degerlerden kiiciik olusu gelistirilen
yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem kadar hassas oldugunu gosterir.

Sonuglarin ortalamalari, % bagil hata (BH) (% Bias) ile verilir.
%BH= "~ x 100

o Referans deger, X: Ortalama Deger

1.4.3. Kaesinlik:

Analitik yontemin kesinligi, bir analitin tekrarlanan bireysel dlglimlerinin yakinligini
aciklar. Bir analitik prosediiriin kesinligi, genellikle bir serideki standart sapma veya bagil

standart sapma (varyasyon katsayisi) olarak ifade edilir.

1/2
BSS (%) = 20 [EintiD e

Burada, x;, n olcimu kimesindeki bireysel bir 6lclimdir ve X, kimenin aritmetik

ortalamasidir.
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1.4.3.1. Tekrarlanabilirlik:

Tekrarlanabilirlik, analitik prosedurun bir laboratuvarda ayni ekipmanla ayni analist
tarafindan tekrar edilen deneylerin birbirlerine yakinligini ifade eder. Tekrarlanabilirlik,
prosediir icin belirtilen araligi kapsayan en az dokuz tespit kullanilarak (her
konsantrasyonun ti¢ konsantrasyonu ve ti¢ kopyast veya test

konsantrasyonunun%2100'inde en az alt1 tespit kullanilarak) degerlendirilmelidir.

1.4.3.2. Orta-Kesinlik:

Orta kesinlik laboratuvar ici deneysel farkliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir. Farkli
giinler, farkli analistler, farkli donanimlar, vb. gibi rasgele olaylardan dolay1
laboratuvardaki varyasyonlarin sonucudur. Arastirilan her bir hassasiyet tiirii i¢in standart
sapma, nispi standart sapma (varyasyon katsayisi) ve giiven araligi rapor edilmelidir.
Sonugta, orta kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS <2,0
olmalidir. Biyolojik numunelerle c¢alisirken %BSS degerleri 10-15’e¢ kadar
cikabilmektedir.

1.4.3.3. Tekrar Elde Edilebilirlik:

Tekrar elde edilebilirlik 6zellikle ortak ¢alisma yapan farkli laboratuvarlarin uygulamalari
sonucu elde edilen ve deneysel farkliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir. Tekrar elde
edilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki hassasiyeti ifade eder (genellikle metodolojinin
standardizasyonunda uygulanan ortak c¢aligsmalar). Sonugta, tekrar elde edilebilirlik,
Olciilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik
numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.
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1.4.4. Segicilik

“Secicilik” ve “0zgiilliik” terimleri birbirlerinin yerine kullanilmaktadir (Rozet, E ve ark.,
2011). Diger bilesiklerin varliginda ve yontemin enstriimantal kosullar1 altinda analit igin
net bir sinyal iiretme yetenegini ifade ederler. Bu nedenle, en temel parametredir.
Tanimlama, yalnizca analite atfedilen sinyal gerg¢ekten ondan kaynaklaniyorsa ve diger
bilesiklerden veya araglardan kaynaklanmadiginda miimkiindiir. Hem niteliksel hem de

niceliksel amaclar icin iyi bir secicilik gereklidir.

Seg¢iciligi degerlendirmek i¢in kullanilan metodoloji olasi miidahale edici bilesiklerin

dogasina baglidir. Iki vakay1 ayirt edebiliriz:

* Numune, matrisi ve normal safsizliklar1 (plazmada bulunan proteinler, balik eti
bilesiklerinde vb.) kendine 6zgii bir bilesik: Secicilik, cesitli kaynaklardan bos ve

analit eklenmis numunelerin test edilmesiyle belirlenir (Araujo.P., 2009).

* Numunede mevcut olan bir baska katki maddesi veya analitin bozunma triinii (diger
ilaglar, plazmadaki analit ile birlikte, balik yetistiriciligi i¢in kullanilan diger yasakli
ilaclar, vb.): Secicilik, beklenen tim konsantrasyonlarda miimkiin olan tiim girisim
yapicilar ile analit eklenmis numuneleri, analitler varliginda ve analitler olmadan

analiz ederek test edilmelidir.

1.4.5. Teshis Simir1, Gozlenebilirdik Simir1 (LOD)

Tespit limiti, limit testlerinin bir 6zelligidir. Belirtilen deneysel kosullar altinda tespit
edilebilecek, ancak zorunlu olarak nicelendirilemeyen bir numunedeki en diisiik
miktardaki analittir. Tespit limiti genellikle numunedeki analitin konsantrasyonu (0rnegin

yuzde) olarak ifade edilir. Enstriimantal olmayan yontemler igin, tespit limiti genellikle
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bilinen analit konsantrasyonlarina sahip numunelerin analizi ve analitin giivenilir bir
sekilde tespit edilebilecegi minimum seviyenin belirlenmesi ile belirlenir (ICH Q2B.,
2002). Enstriimantal prosediirler i¢in, enstriimantal olmayanla ayn1 yontem kullanilabilir.
Resmi karsilastirmali yontemler olarak degerlendirilmek iizere sunulan yontemler s6z
konusu oldugunda, fiili tespit limitinin belirlenmesi neredeyse higbir zaman gerekli
degildir. Aksine, bilinen tespit analit konsantrasyonlar1 gerekli tespit seviyesinin iistiinde
ve altinda olan numunelerin analizi ile tespit limitinin yeterince diisiik oldugu
gosterilmistir. Ornegin, %0,1 seviyesinde bir kirliligi tespit etmek gerekirse, prosediriin

bu diizeyde kirliligi glivenilir bir sekilde tespit edecegi gosterilmelidir.

Arka plan gurdltist sergileyen enstrimantal analitik prosedirler durumunda, ICH
kilavuzlart bilinen diisiik konsantrasyonlu analit numunelerinden alinan numuneleri
Olciilen sinyalleri bos numunelerinkilerle karsilagtiran ortak bir yaklagimi tarif eder.
Analitin giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi minimum konsantrasyon belirlenir. Tipik
olarak, kabul edilebilir sinyal-gurilti oran:t 3:1'dir. Diger yaklasimlar kalibrasyon

egrisinin egiminin belirlenmesine ve kesimin standart sapmasina baghdir.

LOD=3S/m

S : kesim degerinin veya kor ¢cozeltisinin standart sapmas1 m = kalibrasyon egrisinin egimi

S kor veya kalibrasyon egrisinin SS'sine dayanarak gerceklestirilebilir,
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1.4.6. Tayin Alt Siir1 (LOQ):

Tayin alt sinir1 belirtilen deneysel kosullar altinda kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle
belirlenebilen bir numunedeki en diisiik analit miktaridir. Tayin alt siir1 humunedeki
analitin konsantrasyonu (O6rnegin yiizde) olarak ifade edilir. Enstriimantal olmayan
yontemler igin, tayin alt sinir1 genellikle bilinen analit konsantrasyonlarina sahip
numunelerin analizi ve analitin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle belirlenebilecegi
minimum seviyenin belirlenmesi ile belirlenir. Enstriimantal prosediirler i¢in ayn1 yontem,
enstrimental olmayanlar icin de kullanilabilir. Resmi karsilastirmali yontemler olarak
degerlendirilmek tizere sunulan yontemler s6z konusu oldugunda, fiili tayin alt sinir1
belirlemek neredeyse higcbir zaman gerekli degildir. Daha ziyade, bilinen analit
konsantrasyonlarinin kantitasyon seviyesinin iistiinde ve altinda olan numunelerin analizi
ile kantitasyon limitinin yeterince diisiik oldugu gosterilmistir. Ornegin, bir analitin tablet
basma 0,1 mg seviyesinde test edilmesi gerekiyorsa, yontemin analitin bu seviyede
giivenilir bir sekilde kantitatif olacagi gosterilmelidir. Arka plan giiriiltiisii sergileyen
enstrumental analitik yontemler s6z konusu oldugunda, ICH belgeleri, bilinen diisiik
konsantrasyonlarda analit igeren Orneklerden gelen sinyalleri bos Orneklerinkilerle
karsilastiran ortak bir yaklasimi tarif eder. Analitin giivenilir bir sekilde oOlgiilebildigi
minimum konsantrasyon belirlenir. Tipik olarak kabul edilebilir bir sinyal-giiriiltii orani
10: 1'dir. Diger yaklagimlar kalibrasyon egrisinin egiminin ve standart sapmanin

belirlenmesine baglidir:

LOQ=10s/m

Burada s kesimin veya kor ¢ozeltinin standart sapmasi ve m kalibrasyon egrisinin

egimidir.
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1.4.7. Dogrusallik

Dogrusallik, yontemden elde edilen cavbon belirli bir araliktaki analit konsantrasyonuyla
dogru orantili olarak istatistiksel bir iliski gostermesidir. Ilk olarak, icerigin analit
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak bir sinyal grafiginin gorsel olarak
incelenmesiyle kurulmalidir. Dogrusal bir iligski oldugu goriiliiyorsa, test sonuglari uygun
istatistiksel yontemlerle yapilmalidir. Regresyondan elde edilen veriler dogrusallik
derecesinin matematiksel tahminlerini saglar. Korelasyon katsayisi, y-kesisme ve
regresyon ¢izgisinin egimi belirtilmelidir. Belirli minimum araliklar ile birlikte minimum
bes konsantrasyon seviyesine sahip olmalart onerilir. Tahlil i¢in, belirlenen minimum

aralik, hedef konsantrasyonun %80-120'sidir.
Regresyon denklemi
Y=mx+Dhb

m, regresyon ¢izgisinin egimi ve b ise y-kesisimidir. Burada x, analit konsantrasyonunu

ve y, sinyal cevaplarini temsil eder.

Korelasyon katsayisi,

2(xi—x)(y;—x)

r= :
-9 i-»]z

x;, n 6lcimi kiimesindeki bireysel bir 6l¢cimdir ve X kiimenin aritmetik ortalamasidir, y;,

n 6lgumi kiimesindeki bireysel bir 6lgimdir ve y, kiimenin aritmetik ortalamasidr.
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1.4.8. Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi):

Analitin bilinen derisimler ile cihazlarda Ol¢iilen degerler arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha once yapilan caligsmalarla
belirlenir. Cihaz kalibrasyonu, &l¢iim prosediirlerinde 6nemli bir asamadir. Olgiim
sisteminin ¢iktis1 (6rnegin bir cihazin tepkisi) ile kalibrasyon standartlarinin kabul edilen
degerleri (0rnegin mevcut analit miktari) arasindaki iliskiyi saglayan bir dizi islemdir. Cok
sayida analitik yontem, bir cihazin kalibrasyonunu gerektirir. Bu, tipik olarak, s6z konusu
analitin bilinen bir miktarini i¢eren bir standart setinin hazirlanmasini, her bir standart i¢in
enstriiman yanitin1 6lgmeyi ve enstriman yaniti ile analit konsantrasyonu arasindaki
iligkiyi olusturmay1 igerir. Bu iliski, daha sonra, Sekil 1.3'de gosterildigi gibi, test
numuneleri {lizerinde yapilan Olglimleri mevcut analit miktarinin  tahminlerine

doniistiirmek i¢in kullanilir.

i y =52.357x + 0.6286
3 r=0.9997
2.5
2
1.5
1
0.5
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Sekil 1.3 Lineer regresyon ile degerlendirilmis 6rnek bir kalibrasyon ¢alismasi
(ONUR, FEYYAZ 2011)
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Numune olarak biyolojik orneklerle calisildiginda kalibrasyonun asagidaki kriterlerin

yerine gelmesi gerekir:

e Tayin alt sinir1 derisiminde hazirlanacak 6rneklerin tayininde bagil standart sapma
%20 den fazla olmamalidir.
e Tayin alt smir1 derisiminden daha bulylk secilen standartlardan elde edilen

cevaplardaki bagil standart sapmalar %15 den fazla olmamalidir.

1.4.9. Duyarhhk

Duyarlilik, analit konsantrasyonundaki kiiciik degisimler arasinda ayrim yapabilme
yetenegidir. Duyarlilik, kalibrasyon egrisinin egimi olarak hesaplanir. Ayrica LOD
tarafindan degerlendirilir. Duyarlilik, numune matrisinde elde edilen verilerden

hesaplanmalidir. Bu parametre genellikle rutin kalibrasyonlarda izlenir (Thompson M ve

ark., 2002).

1.4.10. Cahisma Arahg

Bir analitik prosediiriin aralig1, yazildigi gibi prosediirii kullanarak uygun bir hassasiyet,
dogruluk ve dogrusallik diizeyi ile belirlendigi kanitlanmis olan (bu seviyeler dahil)

analitin iist ve alt seviyeleri arasindaki araliktir.

Aralik normal olarak analitik prosediirle elde edilen test sonuclariyla (6rnegin, yiizde) ayni
birimlerle ifade edilir. Asagidaki asgari belirtilen araliklar dikkate alinmalidir. Bir ilag
maddesinin (veya bir ila¢ Uriininun) tahlili i¢in, aralik, test konsantrasyonunun %80 ila

90120'si arasinda olmalidir.
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1.5. Cahismanin Amaci

Diinyada siklikla kullanilan opioid analjeziklerden biri olan etil morfin tespiti igin
terbiyum kompleksine dayali bir spektrofluorimetrik bir yontemin gelistirilmesi

amaclanmaktadir.

Bu amaca ulasmak i¢in belirlenen hedefler:

e Etil morfin ile terbiyum komplekslerinin olusturulmasi ve kompleks olusumu ile
parametrelerin (baglanma katsayisi, derisimler, ¢oziicli ortami, uyarma dalga boyu
vs.) belirlenmesi ve optimizasyonlari,

e QGelistirilen florimetrik yontemin analitik validasyonlarinin yapilmasi,

e Gelistirilen florimetrik yontemin etil morfin katilmis yapay idrar 6rneklerine

uygulanmasidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometrik ¢alismalarda Agilent Cary Eclipse spektrofotometre (California, ABD)

kullanilmistir. Numuneler 1 cm’lik kuartz kiivetlerde 6l¢iilmiistur.

Florimetrik 6lcimlerde Agilent Cary Eclipse spektroflorimetre (California, ABD) cihazi
kullanilmistir. 1 cm’lik  kuartz floresans hiicrelerinde yapilan Olciimler igin
uyarma/emisyon slitleri ve fotogogaltict tiipiin voltaji optimize edilmistir. Sicaklik

kontrolii “Agilent Cary Single Cell Peltier Accessory” ile saglanmaigtir.

Santriftj islemleri igin NUve NF 200 santrifiij (Ankara, Tiirkiye) kullanilmigtir. pH metre
olarak Mettler-Toledo WTW model pHmetre (Ohio, ABD) kullanilmistir ve her giiniin
basinda kalibre edilmistir. Ultrasonik banyo olarak JP SELECTA (Barselona, Ispanya),

Vorteks karigtirici olarak Isolab (Almanya) kullanilmstir.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasallarin tamami analitik safliktadir ve ayrica bir saflastirma
islemi uygulanmaksizin kullanilmiglardir. Etil morfin ve kodein Macfarlan Smith limited
sitketinden Torpak Mahsiilleri Ofisi araciligiyla temin edilmistir. Terbiyum Kklordr
(TbCl3), AgNOs, Askorbik asit, Cd*?, HJNOs, BaNOs; MgCl; Ca(NOs),, KCI; Ure,
Sistein, Arjinin, Karnitin, Sodyum benzoat, NaCl, CH3COOH, NaH2PO4, NaF, NaNO3

Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.
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2.1.3. Standart Maddelerin Stok Cozeltisi

Deneylerde kullanilan etil morfin ve terbiyum (I11) klorir 10 mM hassas bir sekilde
tartilarak, 25 ml su igerisinde 1000 pg mL* derisimde stok ¢ozeltileri hazirlanmstir. ¢
standart olarak secilen buffler 10 mM asetat, siilfat, sitrat tamponu tartilarak su ¢ozilerek

25 ml’ye tamamlanarak 100 ug mL™ derisimde hazirlanmustir.

2.2. Spektroflorimetri Calismalar:

2.2.1. Yontem optimizasyonu icin yapilan calismalar

Florimetrik calismalarda yapilan 6n denemelerde etil morfin ile Tb*® arasinda kompleks
olustugu ve Tb*® floresansinda ciddi artislar gozlenmistir. Bunun iizerine en yiiksek
floresans sinyalinin elde edilecegi sartlarin belirlenmesi i¢in optimizasyon g¢alismalari
yapilmustir. ik olarak pH taramasi yapilarak floresans siddetine pH etkisi incelenmistir.
Bunun i¢in hazirlanan Britton-Robinson tamponlart kullanilarak pH 2-12 arasinda en
yiiksek sinyalin elde edildigi pH belirleme calismalar1 yapilmistir. Deney tiiplerinde 30
pL TbClz (10 mM), 30 pL etil morfin ve 2940 uL ilgili pH’daki tampon ¢ozeltisi
eklenerek uyarma dalga boyu 280 nm, fotogogaltici tiip voltaji1 700 V, uyarma ve emisyon

slitleri 5 nm’de floresans spektrumlar1 l¢tilmiistir.

pH c¢alismasindan sonra hangi tampon sisteminin kullanilacagini belirlemek iizere fosfat,
sitrat ve asetat tamponlar1 hazirlanmis ve yine floresans sinyallerinin yiiksekligi izlenerek
optimizasyon gerceklestirilmigtir. Deney tiplerinde 30 uL TbhCls (10 mM), 30 pL etil
morfin ve 2940 uL ilgili tampon sistemi eklenerek yukarida belirlenen cihaz ayarlarinda

Olctimler alinmistir.
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Son olarak belirlenen sitrat derisimi 10 mM ile 25 mM arasinda degistirilerek Floresans

sinyallerine etkisi diger optimizasyon deneylerinde oldugu gibi incelenmistir.

2.2.2. Yontem Validasyon i¢in yapilan ¢calismalar

Metot optimizasyonu deneylerinden sonra, belirlenen sartlarda tayin g¢alismalarina

baslanmugtir.

Optimum olarak belirlenen sitrat tamponu (pH 5.5; 10 mM) ¢6ziicii olarak kullanilmis ve
stok c¢ozelti olarak TbCls ve etil morfinin ayrt ayrt 10 mM’lik ¢ozeltileri 10 mL’lik balon
jojelerde hazirlanmistir. Cézeltiler kullanilmadiginda buzdolabinda saklanmistir. Uger set
halinde 3,33- 200 UM arasindaki etil morfin derisimleri araliginda Tb* ile floresans
titrasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bunun igin 200 uM 3 mL Th*3 ¢ozeltisi kiivete eklenerek
floresans spektrumu 6l¢iilmiis Ardindan degisik oranlarda etil morfin eklenerek floresans
spektrumlar1 alinmistir. Kalibrasyon egrileri i¢in iki farkli emisyon dalga boyu (352 nm
ve 679 nm) kullanilabilecegi belirlenmis, ancak 352 nm’deki bantin daha hassas sonuglar

verebilecegi belirlenmistir.

Kalibrasyon denklemlerinin egim ve kesim degerlerinin standart sapmalar1 ve

ortalamalari kullanilarak yakalama sinirlari (YS) ve tayin alt sinirlar1 (TAS) belirlenmistir:

YS=3c6/m

TAS =100/ m

Burada ¢ kesim degerlerinin standart sapmasi, m ise kalibrasyon denklemlerinin egimidir.
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Yontemin dogruluk ve kesinligini sinamak i¢in standart maddeler kullanilarak ticer set
halinde etilmorfin (60, 140 ve 200 uM) gozeltileri hazirlanmis ve ti¢ giin boyunca analiz
edilerek, sonuglar1 degerlendirilmistir. Elde edilen bagil hata degeri yoOntemin

dogrulugunu gosterirken, varyasyon katsayisi degeri yontemin kesinligini gostermektedir.

Glinler arasi deneylerinde deney tiipleri ultrasonik banyoda 5 dakika bekletildikten sonra
Olgiimler alinmigtir. Bu veriler kullanilarak bagil hata degerleri su formiile gore

hesaplanmaistir:

(bulunan—konulan)

Bagil hata= 100 X

konulan

Yapay idrar uygulamasina gegilmeden Once, validasyon parametrelerinden segicilik
deneyleri yapilmistir. Secicilik parametresi icin Askorbik asit, Ure, sistein, arjinin, karnitin,
benzoat, CO32,NO3, F,H,PO;, CHsCOO~, CI-, Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Ba*?, Hg*2 ve Cd*? igin son
derisimleri 3 mM olacak sekilde yiksek derisimlerde test edilmistir. Tolerans limitleri etil morfinin
yukarida test edilen molekillerden Floresans cevabinin %5 etkilendigi derisim olarak

belirlenmistir.

Son olarak etil morfin stok ¢ozeltisinden yapay idrar 6rneklerine 20 ve 60 uM eklendikten
sonra kor yapay idrar ¢dzeltisi ile birlikte tayin gerceklestirilmistir. Ornekler basit bir
santriflij islemi sonrasinda (4000 rpm 5 dk) kati partikiillerden arindirtlmis ve dogrudan
tampon icerisindeki 3 mL 200 uM TbCls tizerine eklenmistir.

2.2.3. Termodinamik parametrelerin aydinlatilmasi

Th*3 ile etil morfin arasinda olusan kompleksle ilgili baglanma katsayisi, floresans
titrasyonlarindan elde edilen verilere uygulanan dogrusal olmayan regresyon tizerinden

hesaplanmistir. Ayrica floresans titrasyonlart ti¢ farkli sicaklikta (290,5 K, 298 K ve 305,5
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K) gergeklestirilerek elde edilen baglanma katsayilar1 van’t Hoff egrilerinin ¢izilmesinde
ve kompleks olusumunun Gibbs enerjisi degisimi, entalpi degisimi ve entropi degisimi

hesaplamalarinda kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Metot Optimizasyonu

Metot optimizasyonu i¢in kompleks olusumunun gergeklesecegi pH, tampon cozeltisi

¢esidi ve tampon ¢ozeltinin derisimi parametrelerinin etkileri incelenmistir.

3.1.1. pH Optimizasyonu

pH'nin, Th-Etilmorfin kompleksinin floresans yogunlugu tizerindeki etkisi, pH=2 ila
pH=12 araliginda incelenmistir (Sekil 3.1). Bunun i¢in hazirlanan floresans kiivetlerine
eklenen c¢ozeltiler ve derisimleri Cizelge 3.1°de goriilmektedir. Elde edilen sonuglar pH
degerinin 5-6 araliginda olmasinin maksimum floresansa yol ac¢tigin1 gostermistir. pH
8’den daha biiyiik ve pH 4’den daha kiiclik pH degerlerinde floresansin hizla azaldigi
gozlenmistir. Yiiksek pH’lardaki floresans cevabinin diisiisU terbiyum hidroksitin olasi
¢cokelmesine bagli olabilir. Buna karsilik, daha diisik pH degerleri, muhtemelen etil
morfinin yapisinda bulunan ve komplekslesmede rol oynayan azotun protonasyonundan
dolay1 kompleks olusumunun zayiflamasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle floresans
cevabinin bu etkilerden uzak kalacagi pH degeri olan 5,5 degeri optimum deger olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Farkli pH’larda Th+3 Etil morfin kompleksinin floresans degisimini gosteren
grafik

Cizelge 3.1. pH optimizasyonu i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

pH degeri 10 MM TbCls (uL) 10 mM Etilmorfin (uL) Tampon (uL)

2 30 30 2940
3 30 30 2940
4 30 30 2940
5 30 30 2940
6 30 30 2940
7 30 30 2940
8 30 30 2940
9 30 30 2940
10 30 30 2940
12 30 30 2940
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3.1.2. Tampon ¢esidi optimizasyonu

pH 5,5°de caligsabilecek ti¢ farkli tampon ¢ozelti (fosfat, sitrat, asetat) hazirlanarak
bunlarin etkisi arastirtlmistir (Sekil 3.2). Tampon ¢esitlerinin etkisinin dramatik
degisimlere neden olmadig1 gézlenmistir. Ancak bu {i¢ tampon arasindan sitrat tamponu
igerisinde en yiiksek floresans sinyalinin elde edildigi gbzlenmistir. Fosfat tamponu
kullanildiginda floresanas sinyalinde gdzlenen azalisin Tb3* ile yiiksek derisimdeki fosfat
iyonlar1 arasinda kompleks olusumlarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Asetat
tamponu kullanildiginda ise sitrat tamponuna gore az miktarda bir cevap azalist
gozlenmistir. Hem cevaptaki bu kiiciik miktardaki azalis hem de asetat tamponunun ugucu

bir tampon olmas1 nedeniyle bu tampon tercih edilmemistir.

300+

200

Floresans siddeti

Sitrat Asetat Fosfat
Tampon cesidi (pH 5.5)

Sekil 3.2. Farkli tamponlarda Tb+3- etil morfin kompleksinin Floresans degigsimini
gOsteren grafik.
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3.1.3. Sitrat tamponu konsantrasyonu optimizasyonu

Calismalarimiz, maksimum floresans cevabinin pH 5,5'de sitrat tampon c¢ozeltisi
kullanilarak elde edildigini gostermistir. Son olarak sitrat tamponun konsantrasyonunun
floresans sinyali {izerindeki etkisi incelenmistir. Bu deneyde 10 — 25 mM sitrat
konsantrasyonunda hazirlanan tamponlarin kompleks olusumu ve dolayistyla floresans

cevabi lizerine anlamli bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

800 T T L] T L] T T L] T

600 4 -

400 - -

200 .

Floresans siddeti

0

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Sitrat tamponu derisimi (mM)

Sekil 3.3. Farkl1 sitrat tamponu derisimlerinde Tb*3 — etilmorfin kompleksinin floresans
degisimini gosteren grafik

3.2. Metot Validasyonu

Metot sartlar1 optimize edildikten sonra metot validasyonu c¢alismalarina gecilmistir. Bu
calismalarda dogruluk, kesinlik, segicilik, tespit siniri, tayin alt sinir1 ve galisma araligi

gibi parametreler aydinlatilmistir.
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3.2.1. Kalibrasyon ve tespit limiti

Optimum kosullar altinda, floresans titrasyonlar1 gerceklestirilmis ve kompleks
olusumunun tamamlanmaya basladig1 ve floresans sinyallerinin dogruluktan sapmaya
basladig1 konsantrasyonlar belirlenmistir. Deney parametreleri olarak uyarma dalga boyu
280 nm, emisyon baslangi¢ 290, emisyon bitis 800 nm ve fotogogaltici tiipiin voltaji 700
V. Bu cgalismada dogrusal calisma araligi 3,33 — 200 UM olarak belirlenmistir ve
kalibrasyon ¢alismalar1 bu aralikta gergeklestirilmistir. Deneylerde kor ¢Ozeltiye gore
diizeltilmis floresans siddeti (AF = F-Fo) kullanilmistir. Elde edilen korelasyon katsayisi
r = 0.9929°dir. Tayin alt sinir1 (LOQ) 0,282 UM olarak hesaplanmis, tespit sinirt (LOD)
ise 0,0931 UM olarak hesaplanmustir.

800 T T T T T

600 4 .

L4004 -

200 4 .

0.0 5.0x10° 1.0x10™ 1.5x10™ 2.0x10™
[etilmorfin]

Sekil 3.4. Etil morfin igin kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.2. Th*3 — etil morfin kompleksi igin elde edilen baz1 validasyon parametreleri

Parametreler Sonuclar
Egim 29,03
Kesim 3,446
Korelasyon katsayist 0,9929
Calisma araligi 3,33 - 200 uM
Tespit sinir1 0,0931 uM
Tayin alt sinir1 0,282 uM

1 O 0 T v 1 v 1 I'I' 1

Normalize floresans
N (o)} o
o o o

N
o
1

Th™ - Etil morfin titrasyonu

600

300 400 500
Dalga boyu (nm)

700 800

Sekil 3.5. Th*3- Etil morfin titrasyonun spektrumlari. Sitrat tamponu (20mM; pH 5.,5)
icerisinde 200 pM Thb*® iizerine 0-400 uM etil morfin eklendiginde elde edilen

spektrumlar.

Sekil 3.5 kalibrasyon calismasi sirasinda elde edilen emisyon spektrumlarini temsil

etmektedir. Terbiyum kompleksinde etil morfin derisimi arttik¢a floresans siddetinde artis
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gozlenmektedir. Bunun nedeni, Tb*® kompleksinin floresans siddetinin etil morfin

miktarina bagl oldugunu gostermektedir.

3.2.2. Dogruluk ve Kesinlik

Idrarda etil morfin tayini i¢in terbiyum komplesine dayali florimetrik yéntemde kesinlik
ve dogruluk ¢aligsmalari i¢in hazirlanan ti¢ farkli konsantrasyondaki etil morfinin tayinleri
ile gerceklestirilmistir. Etil morfin tayinleri 60, 140, 200 pM derisimlerinde
gerceklestirilmis, gilin i¢i ve giinler aras1 (n=6) degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.3 ’de

verilmistir.
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Cizelge 3.3. Idrarda etil morfin tayini icin terbiyum komplesine dayali florimetrik
yontemi ile analizi yontemine ait giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik ve dogruluk analizi

bulgular
Derisim Giin ici sonuclari Giinler arasi sonuglari
(uM)
Bulunan % Geri  Varyasyon Bagill Bulunan % Geri Varyasyon Bagil
(LM) kazammm  Katsayisi hata (LM) kazanmim  Kkatsayisi hata
62,5 59,8
60 58,6 99,6 3,91 -0,36 60,4 101,2 2,14 1,18
58,3 61,9
140,8 141,6
140 141,6 101,2 0,58 1,17 150,8 103,7 3,18 3,71
1425 145,0
208,2 207,9
200 206,7 103,9 0,49 3,93 209,4 104,3 2,15 4,33
208,7 209,0
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Sekil.3.6 Giin igi tekrar edilebilirlik seti spektrumlar1. 200 uM Tb* iizerine sirastyla a)
0, b) 60 uM, c) 140 uM ve d) 200 uM etil morfin eklendiginde elde edilen spektrumlar.

Secicilik ¢alismasi i¢in numuneler icerisinde bulunmasi olasi bir grup anyon, katyon ve
kiiciik molekiil test edilmistir. Secicilik deneylerinde bu bilesenlerin etil morfin-terbiyum
kompleksine eklenmesinin floresans sinyaline nasil etki ettigi aragtirildi. Bunun igin,
belirlenen optimum sartlarda 6rnekler hazirlanip, floresans siddetleri 6lgiildi. Elde edilen
sonuglar tolerans sinirlar1 degerleri halinde Cizelge 3.4’de verilmistir. Bu maddelerin
deney sonuclarini %5 oraninda etkiledigi konsantrasyonlar tolerans limitleri olarak

belirlenmistir.

32



Cizelge 3.4. Segicilik ¢alismasinda belirlenen tolerans sinirlari

Maddeler Tolerans limiti
(mM)*
Askorbik asit 0,322
Ure >3
Sistein >3
Arjinin >3
Karnitin >3
Benzoat >3
CO3 >3
NO3 >3
F >3
H.PO, >3
CHsCOO >3
Cl >3
Na* >3
K* >3
Ca*? >3
M92+ S 3
Ba* >3
Hg* >3
Cd** >3

*Th*3-etilmorfin floresansin +%5 degistiren derisim

3.2.3. Termodinamik parametrelerin aydinlatilmasi

Kompleks olusumunun termodinamigini incelemek amaciyla ti¢ farkli sicaklikta floresans
titrasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ardindan bu ti¢ farkli titrasyondan elde edilen verilerden
kompleks olusum sabitleri (k) dogrusal olmayan regresyon yontemleri kullanilarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.7. Tb*2 ile etil morfin titrasyon izotermi (25 °C).
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Sekil 3.8. Tb*? ile etil morfin titrasyon izotermi (17,5 °C).
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Sekil 3.9. Tb*? ile etil morfin titrasyon izotermi (32,5 °C).

1/T’ye kars1 In k degerlerinin grafige gegirildigi van’t Hoff grafigi (Sekil 3.10) gizilerek
termodinamik parametreler bu grafigin egim ve kesim degerleri kullanilarak
hesaplanmistir. Bu grafigin egimi kullanilarak kompleks olusum entalpi degisimi

hesaplanmaistir:
m =-AH/R
Bu regresyon esitliginin kesim degeri ise entropi degisiminin hesabinda kullanilmistir:
n=AS/R

Ardindan Gibbs enerji degisimi bu entalpi ve entropi degerleri kullanilarak

hesaplanmastir:
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AG = AH-TAS

Hesaplanan termodinamik parametreler Cizelge 3.5’ de goriilmektedir.

9.8

9.6 1

94

9.2

9.0

8.8 1

)
)
)
3.29;<10'3 3.36;(10'3 3.43;<10'3
T

Sekil 3.10 Terbiyum kloriir ile etil morfin titrasyonlarina ait Van’t Hoff

grafigi

Cizelge 3.5. Th*3- etil morfin kompleks olusumunun termodinamik parametreleri

Sicaklik (K) K2 (M1)

AG?° (kcal AS (cal K- AH (keal

mol?) ! mol?) mol?)
290,5 1,76x10% -5,69
298,0 1,38 x10* -5,54 -20,37 -11,61
305,5 6,54 x10° -5,38

% baglanma katsayist
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3.3.  Yapay idrar Uygulamalari

Yapay idrar 6rneklerine eklenen etil morfin (20 ve 60 uM) numuneleri ve kor idrar
numunesinin tayinleri optimum sartlarda gerceklestirilmistir. Elde edilen spektrumlar

sekil 3.11°de g6rilmektedir.

2804 T T o/~ T .
— g Etil morfin eklenmis idrar numuneleri
S 2404
(0]
o
‘= 200-
5 00
ie]
S 1604
n
2 120 b
©
0
L 801
o
L 40- c -
b
o —= a
300 400 500 600 700 800

Wavelength (nm)

Sekil 3.11. Etilmorfin eklenmis Idrar 6rneklerinin spektrumlari. 200 pM Tb*2 tizerine
sirastyla etilmorfin igermeyen (kor), 20 UM ve 60 uM etilmorfin iceren idrar
eklendiginde elde edilen spektrumlar.

Cizelge 3.6. Etil morfine eklenmis idrar 6rneklerinin analiz sonuglari

% Geri Ortalama %  Varyasyon
Eklenen (uM) - Bulunan (M) kazanim geri kazamim katsayisi
20,58 102,9
20 21,07 105,4 104,2 1,18
20,84 104,2
60,90 101,5
60 58,20 97,00 99,64 2,36
60,25 100,4
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4. TARTISMA

Lantanitlerin ligandlarla kompleks olusumu sonras1 liganddan Th'ye (IIT) molekiiller arasi
enerji transferi ¢ok iyi bilinen ve ligandlarin spektroskopik tayini i¢in uygulanabilen
olaylardir (Kamruzzaman M ve arkadaslari 2012). Lantanitlerden biri olan terbiyum kendi
halinde ¢ok zayif floresans bantlar1 gostermektedir. Tez ¢aligmamizda terbiyumun etil
morfin ile kompleks olusturdugu ve bu kompleks olusumunun floresans sinyallerinde
yiikselmeye yol actig1 goriilmiistiir. Etil morfinin yoklugunda ve varliginda Tb (III) i¢in
uyarma ve emisyon spektrumlart kaydedilmistir. Serbest Tb (III) iyonunun, diisiik molar
absorpsiyon katsayisina bagli olabilecek cok zayif bir emisyon spektrumu iirettigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte, Etilmorfin varliginda artan floresans siddetleri
gozlenmistir. Bunun nedeni kompleks olusumu ve uyarilmis Etil morfinden terbiyuma
enerji transferidir. Tb-Etilmorfin ‘in maksimum uyarma dalga boyu 280 nm'de
gbzlenmigtir. Maksimum emisyon dalga boylar1 sirastyla Tb3+ i¢in normalde yasakli
gecislerden olan ama kompleks olusumu sayesinde floresans siddetleri artan 352 ve 679
nm’deki bantlaridir. Bu bantlardaki artisin etil morfinin konsantrasyonuna bagli oldugu
ve konsantrasyonla dogrusal bir sekilde arttigi gézlenmistir. Bu sayede tez kapsaminda
idrarda etil morfin tayini igin terbiyum komplesine dayali hizli, basit ve duyarl florimetrik

yontem gelistirilmeye ¢aligilmigtir.

Florimetrik yontemin duyarliligini artirabilmek i¢in optimizasyon ¢alismalart yapilmistir.
Bu ¢alismalarda pH, tampon ¢esidi ve tampon konsantrasyonlarinin kompleks olusumlari
ve floresans sinyali lizerinde etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar pH degerinin 5-
6 araliginda olmasinin maksimum floresansa yol agtigin1 gostermistir. pH 8’den daha
biiyiik ve pH 4’den daha kiigiik pH degerlerinde floresansin hizla azaldig1 gozlenmistir.
Yiiksek pH’lardaki floresans cevabinin diislisii terbiyum hidroksitin olasi ¢okelmesine
bagli olabilir. Buna karsilik, daha diisiik pH degerleri, muhtemelen etil morfinin yapisinda
bulunan ve komplekslesmede rol oynayan azotun protonasyonundan dolayr kompleks

olusumunun zayiflamasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle floresans cevabinin bu
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etkilerden uzak kalacagi pH degeri olan 5,5' degeri optimum deger olarak belirlenmistir.
Tampon ¢esidi ve tampon konsantrasyonu parametrelerinin pH ile karsilastirildiginda ¢ok
Onemli etkiler gostermedigi gézlenmistir. Denenen tamponlar arasinda fosfat tamponu,
fosfat ile Tb (III) arasinda olas1 kompleks olusumlari nedeniyle floresans sinyallerinde bir
miktar azalmaya yol actig1 gozlenmis, sitrat tamponunun ise kompleks olusumuna ve
floresans sinyallerine herhangi bir negatif etkisinin olmadig1 ve en yiiksek sinyallerin
sitrat tamponunda elde edildigi gézlenmistir. Tampon konsantrasyon olarak ise daha az

kimyasal sarfiyati1 ve daha az atik iiretme a¢isindan 10 mM olarak se¢ilmistir.

Metot optimizasyonu sonrasi validasyon ¢alismalarina gegilmistir. Buradan elde edilen
bagil hata degerleri (<%5) yontemin dogrulugunun kabul edilebilir seviyede oldugunu
gostermektedir. Yontemin kesinliginin degerlendirilmesi icin ise varyasyon katsayilari

kullanilmis (<%4) ve elde edilen sonuglarin birbirleriyle uyumlu oldugu goriilmistir.

Duyarlilik acisindan floresans yonteminin avantajlart sayesinde olduk¢a duyarli bir
yontem gelistirildigi ve etil morfin i¢in gelistirilen diger yontemlerle karsilastirildiginda

yontemin yiiksek duyarliliga sahip oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.1).

39



Cizelge 4.1. Etil morfin tayini i¢in yontemlerin karsilastirilmasi

Metot LOD Uygulama Referanslar

HPLC 0.035 pg/mL  Tablet Degim ve ark., 2000
RP-HPLC 0.20 yg/mL  Tlag Aruna Gundala ve ark., 2018
HPLC 0.5 pg/mL Plazma Gerben A. ve ark., 1992
HPLC 0.43 pg/mL  Plazma J. Jarvi ve ark., 1985

HPLC 0.091 pg/mL  Kan Hallvard. G ve ark.,1992
Floresans 0,029 pg/mL  Yapay idrar Tez calismasi

Calisma araligi1 3,3 — 200 uM arasinda oldugu ve bu aralikta etil morfin konsantrasyonu

ile floresans siddetinin dogrusal bir iliski gosterdigi (r=0,9929) goriilmistiir.

Segicilik ¢aligmalarinda test edilen maddelerin askorbik asit hari¢ ¢ok yiksek
konsantrasyonlarda bile hi¢bir girisim etkisi yapmadigi gézlenmistir (tolerans limitleri>3
mM). 321.7 uM askorbik asitin ise etil morfin — Tb (111) kompleksinin floresans siddetini
%S5 degistirdigi ve dolayisiyla bu konsantrasyondan sonra girisim yaptig1 gozlenmistir.
Askorbik asit idrarda bulunabilen bir maddedir ancak normal idrar konsantrasyonlari
genellikle bu seviyenin altindadir. Ancak vitamin tabletlerinin kullanimi veya yogun
sekilde C vitamini igeren gidalarin tiiketilmesi sonucu idrardaki konsantrasyonun bu

seviyelerin ¢ok tizerlerine (~2 mM) ¢ikabildigi bilinmektedir. Bu nedenle bu yontem idrar
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etil morfin miktarinin kantitatif tayini i¢in kullanilacaksa sonug askorbik asit miktariyla
birlikte degerlendirilmelidir. Askorbik asidin, idrarda glukoz, bilirubin, I6kosit, nitrit ve
kirmiz1 kan hiicresi testleri gibi basit idrar testlerine (dipstick testleri) 6nemli miktarda
girisim etkisi yaptig1 (Ko ve ark. 2015) ve bu dipstick testlerinin sonuglarini giivenilmez
kildig1 bilinmektedir. Bu nedenle bu basit testlerin uygulamalarinda askorbik asit
miktarinin da test edilerek gerekli diizeltmelerin yapilmasi gerektigi Onerilmistir.
Askorbik asitin kendi basina terbiyum ile kompleks olusturmadigini spektrofotometrik ve
spektroflorimetrik ¢alismalarimizda gozlemledik. Dolayisiyla askorbik asitin muhtemel
etkisi kuvvetli indirgen bir madde olmasi nedeniyle etil morfinin indirgenmesi ve
indirgenmis etil morfinin kompleks olusturamamasi olabilecegi degerlendirilmistir.
Askorbik asitin etil morfin ve etil morfin metabolizmas: iizerine etkisi baska bir
calismanin konusu olmakla birlikte bu florimetrik yontemin diisiikk askorbik asit
konsantrasyonlarinda kantitatif olarak kullanilabilecegi ancak yiiksek askorbik asit
konsantrasyonlarinda sonuglarin  birlikte degerlendirilmesi gerekecegi sonucuna

varilmstir.

Kompleks olusumunun termodinamigi incelendiginde elde edilen Gibbs enerji degisimi
sonuglariin negatif oldugu ve kompleks olusumun spontane oldugu sonucuna varilmistir.
Gelistirilen yontem termodinamik olarak elverisli oldugu i¢in olduk¢a hizli ve uygulamasi

kolaydir.

Yapay idrar Orneklerine yapilan uygulamalardan elde edilen sonuglar yontemin
dogrulugunun ve kesinliginin kabul edilebilir seviyelerde oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle bu yontem sadece saf haldeki etil morfine degil, askorbik asit — etil morfin

etkilesimi degerlendirilmek suretiyle idrar gibi 6rneklere de uygulanabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda etil morfinin tayini icin Tb* ile olusturdugu kompleksin floresans
siddetinden yararlanilarak basit, hizli, ekonomik ve hassas bir yontem gelistirilmistir.
Kompleks olusumunun spontane oldugu deneysel olarak bulunan Gibbs enerji degisimi
degerlerinden goriilmiistiir Yontemde pH 5,5 sitrat tamponu (10 mM) igerisinde Th*3
cozeltisine eklenen etil morfinin kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 280 nm’de
uyarildiginda 352 nm ve 679 nm’de emisyon yapmasindan yararlanilmistir. Yapilan
analitik validasyon c¢aligsmalarinda yiiksek dogruluk ve kesinlik degerleri elde edilmistir.
Gelistirilen florimetrik yontem etil morfin i¢in gelistirilmis ilk floresans temelli yontemdir
ve floresans tekniginin en 6nemli avantajlarindan biri olan yiiksek hassasiyet sayesinde
etil morfin i¢in ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tespit limiti degerlerine ulasilabilmistir.
Literatiirde etil morfin i¢in gelistirilmis yontemlerle karsilastirildiginda ¢ok daha kolay ve
hassas bir yontem gelistirildigi goriilmektedir. Ancak olasi girisim yapabilecek
maddelerden biri olan askorbik asit, her ne kadar Th*® ile herhangi bir etkilesim
gostermese de etil morfin — Th ** kompleksi tizerine yiiksek konsantrasyonlarda negatif
girisim etkisi yarattigr bulunmustur. Bu nedenle idrar gibi numunelerde kantitatif analiz
yapilmak istendiginde askorbik asit sonuglariyla birlikte degerlendirilmesi gerektigi
bulunmustur. Askorbik asit ile etil morfin arasinda yasanan kimyasal etkilesimlerin ileride
yapilacak g¢aligmalarla aydinlatilmasi, askorbik asitin etil morfinin vicut icerisindeki
etkinligine herhangi bir etkisinin olup olmadigmin ve ilag-ilag etkilesimlerinin

aydinlatilmasi agisindan da anlamli olabilir.
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OZET

Bu ¢alismada, insan idrarindaki etil morfinin tayini icin terbiyum kompleksine dayanarak
hassas bir florimetrik yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Etil morfin veya diger adiyla
dionin narkotik bir analjezik ve antitussiftir. Gelistirilen yontem hassasiyeti artirmak tizere
optimize edilmistir ve 10 mM sitrat tamponu (pH 5,5) igerisinde en yliksek sinyallerin
elde edildigi bulunmustur. Analitik validasyon ¢alismalarinda yontemin 3,3-200 uM etil
morfin konsantrasyonu araliginda dogrusal Floresans cevabi iirettigi ve bu aralikta
korelasyon katsayisinin 0,9929 oldugu bulunmustur. Yontemin tespit limiti 0,0931 pM,
tayin alt limiti ise 0,282 UM olarak bulunmustur. Y6ntem laboratuvarda hazirlanmis farkli
konsantrasyonlardaki etil morfin numunelerine uygulanmis ve dogruluk ve gin igi ve
giinler arasi kesinlik parametreleri bulunmustur. Son olarak yontem etil morfin eklenmis
yapay idrar numunelerine basartyla uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda daha once
hakkinda Floresans temelli herhangi bir ¢alisma olmayan adli kimya ve toksikoloji
acisinda degerli bir analit olan etil morfin igin hassas, basit, ucuz ve hizli bir yontem

gelistirilmistir. Bu etil morfin i¢in gelistirilen ilk Floresans temelli yéntemdir.

Anahtar Kelimeler: Etil morfin, idrar, Floresans spektroskopisi, terbiyum kompleksleri
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SUMMARY

In this study, it is aimed to develop a sensitive fluorescence method for ethyl morphine
based on complex formation with ascorbic acid. Ethyl morphine or Dionine is a narcotic
analgesic and antitussive. The developed method was optimized to increase sensitivity
and the highest fluorescence intensity was obtained in 10 mM citrate buffer (pH 5.5). In
analytical validation studies, the working range was found as 3.33-200 uM and the linear
responses were obtained in this range with a correlation coefficient of 0.9929. Limit of
detection and limit of quantitation values for the method are 0.0931 uM and 0.282 pM,
respectively. The method was applied to synthetic ethyl morphine samples and accuracy
and intra-day and inter-day precision values were investigated. Finally the method was
successfully applied to ethyl morphine spiked artificial urine samples. As a result of this
study, sensitive, simple, low-cost and quick analytical method was developed for ethyl
morphine which is an important analyte for forensic chemistry and forensic toxicology.

This is the first fluorescence based analytical method for ethyl morphine.

Keywords: Ethyl morphine, urine, fluorescence spectroscopy, terbium complexes
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