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Adli Toksikolojik Analizlerde Gozard: Edilebilen Bir Asama:
Yorumlamadan Verilen Yanlhs Sonuclar
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Rukiye Aslan®, Ezgi Emen™ ve Serap Annette Akgiir™

Oz: Adli toksikolojik olgularin idrar érneklerinde opiyatlarin saptanmasi, suistimal edi-
len bir maddeden olabildigi gibi, yasal regeteli ilaglardan veya gidalardan kaynaklanabi-
lir. Bu nedenle, sonuglarin yorumlanmasi analitik & adli toksikolojik analizin ayrilmaz
bir pargasidir. Bu ¢alismada yorumlamanin énemini ortaya koymak amaciyla agr1 kesici
kullanan ve opioid pozitif ¢cikan bir denetimli serbestlik olgusu sunulmustur.

43 yasinda erkek Denetimli Serbestlik (DS) olgusu Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuva-
ri’na bagvurmugtur. Tiirk Ceza Kanunu'na gore denetimli serbestlik alan kisiler 6 haftalik
bir tedavi programindan gegirilerek idrarda madde tarama testi ve klinik gériismeye tabi
tutulmaktadir. DS olgusu, diizenli olarak agn kesici (Apranax-Plus) kullandifim ifade et-
mistir. Apranax plus icinde 550 mg naproksen sodyum ve 30 mg kodein fosfat bulun-
maktadir. Nisan-Haziran 2018 tarihleri arasinda emniyet &gozetim zinciri altinda 6 farkh
idrar 6rnegi alinmustir. Idrar 6rekleri ilk olarak Klonlanmis Enzim Donér immiinoassay
(CEDIA) reaktifleri kullanilirken tarama analizine tabi tutulmugtur. Ardindan pozitif ¢ikan
sonuglar Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile dogrulanmustir.

On tarama analizinde tiim idrar 6rneklerinde opiyat pozitif (esik deger: 300 ng/ml) saptan-
mustir. Eroin metaboliti 6-asetilmorfin (6-AM) tespit edilmemistir. GC-MSte yapilan dog-
rulama agamasinda morfin yannda, kodein ve kisinin beyanina uygun olarak naproksen
sodyum saptanmustir. Ancak kiside saptanan opiyat pozitifliginin, bu ilacin i¢inde yer alan
kodein de mi yada ayrica aldigi morfinden mi kaynaklandig1 sorusu énemlidir. Ozellikle
6-AMbnin tespit edilmedigi durumlarda, bireyin kodein mi yoksa eroin mi kullandigim be-
lirlemeye yardimci olmak i¢in toplam morfin/kodein oram kullanilmaktadir. Kisinin analiz
edilen her idrar 6rneginde farkh Mor/Kod oramni elde edilmistir.

Adli Toksikolojik analizlerde ila¢ Oykiistiniin degerlendirilmesi, sonuclarin dogru
yorumlanmasi asamasinda ¢ok ¢nemli bir rol oynamaktadir. Olgumuzun idrar or-
neklerinde yiiksek diizeyde morfinin saptanmasi, morfine dontigebilmesi nedeniyle
kodeinden kaynaklanmis olabilir. Adli Toksikolojik analizlerin ayrintih bir sekilde
incelenmesi geligkili sonuglarin agikliga kavusturulmasina yardimei olabilmektedir.
Madde kullanimu ile yasal ve adli sistemler arasindaki iligki, adli toksikologlarin
analiz asamalarindaki sorumlulugunu artirmaktadir.
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An Ignorable Stage in Forensic Toxicological Analysis:
Wrong Results without Interpretation

Rukiye Aslan, Ezgi Emen ve Serap Annette Akgiir

Abstract: The presence of opiates in the urine sample of forensic toxicological cases can
be caused by legal prescription drugs or drug of abuse use. Therefore, interpretation of
results is an integral part of toxicological analysis. In this study, a probationer case who
used painkiller and had an opioid positive result was presented in order to demonstrate the
importance of interpretation.

A 43-year-old male probationer was admitted to Addiction Toxicology Laboratory. Accor-
ding to Turkish Penalty Code, individuals who have received probation undergo a 6-week
treatment program and are subjected to a urine drug screening test and a clinical interview.
Probationer stated that he used pain killer (Apranax-Plus) regularly. Apranax-Plus contains
550 mg naproxen sodium and 30 mg codeine phosphate. 6 different urine samples were
obtained from probationer under the chain of custody between April-June 2018. Urine
samples were first screened for drugs of abuse using Cloned Enzyme Donor Immunoas-
say (CEDIA) reagents. Then, opiates results confirmed with Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS).

The analysis results were all found to be positive for opiates (cut off: 300 ng/ml) at the scre-
ening analysis. Heroin metabolite 6- acetyl morphine (6-AM) was not detected in all urine
samples at the screening analysis. GC-MS results showed positivity for morphine, codeine
and naproxen sodium. The total morphine/codeine (Mor/Cod) ratio is used to help predict
whether an individual is using codeine or heroin, especially where 6-AM is not detected.
Different Mor/Cod ratios were detected in each urine sample.

The assessments of medication history play a crucial role for the correct interpretation
of the results. In this case, detection of high levels of morphine in urine samples may be
caused by codeine, because of it can convert into morphine. A deeper understanding of
toxicology testing can help clarify conflicting results. The relationship between drug use
and the legal and judicial systems increases the responsibility of specialists in these toxi-
cological stages.

Keywords: Forensic Toxicological Analysis, Cross-reaction, Interpretation, Codei-
ne, Morphine, Polymorphism.
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Giris

Giiniimiizde madde kullanim: & bagimliligi ve buna bagh sorunlar gittikce
artmaktadir. Madde kullanan olgularin biyolojik materyallerinde yapilan adli
toksikolojik analiz; yasadisi maddelerin analitik yontemlerle arastirilmasina ve
sonucun somut bir delil olarak kullanmasina olanak saglamaktadir. Olgularin
degerlendirilmesi ve dogru bir sekilde yorumlanabilmesi icin toksikolojik analiz
asamalarinin her bir basamaginin sistematik bir sekilde ilerlemesi gereklidir. Adli
toksikolojik analiz asamalari; biyolojik 6rneklerin uygun yontemlerle alinmasi,
saklanmasi, laboratuvara gonderilmesi, analiz amach hazirlanmasi icin gerekli
kosullarin saglanmasi, analizlerde kullanilan cihazlar-yontemler, bu yontemlerin
validasyonu ve laboratuvarlarin standardizasyonu ile birlikte sonuglarin yorum-
lanmasindan olugmaktadir (Battal, 2013; Gdirler, 2018). Adli toksikolojide bir
olgunun dogru ve giivenilir bir sekilde aydinlatilmasi bu asamalarin bir biitiin
seklinde yiiriitiilmesine baghdir.

Adli toksikolojik analizlerde kullanilacak analitik yontemin se¢imi biiyiik
onem tasimaktadir. Genellikle énce aranan maddenin immiinolojik yontemlerle
(ELISA, EMIT wv.b.) genel tarama analizleri yapilir. Tarama testleri hizli sonug
verir, uygulamasi kolaydir ancak 6zgiilliigi zayiftir (Perrigo ve Joynt, 2013).
Immunoassay yéntemlerde girisimlere yol acabilen ve yanls sonuclar verebilen
capraz reaksiyon énemli bir sorundur. Yapisal olarak ilgili ve/veya ilgisiz bilesik-
lerle gelisebilecek capraz reaksiyonlar nedeniyle, immiinolojik testlerde etkile-
simler gozlenir. “Yanlis pozitif” ve “yanlis negatif” sonuglarin olusmasina boyle-
likle de hastanin sonuglarinin yanlis yorumlanmasina ve hekim tarafindan yanlis
tedavi uygulanmasina neden olabilmektedir (Aslan ve Akgiir, 2021; Doger, Yaya-
yiiriik, Kog, Aydemir ve Akgiir, 2016). Bu nedenle adli toksikolojik analizlerde
prensip olarak ilgili 6rnegin ikinci ve daha ileri bir analitik yontemle dogrulan-
mas1 gerekmektedir (Wyman, 2012). Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
(GC-MS), Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) gibi kromatogra-
fik yontemlerle yapilan dogrulama testleri immunoassay yontemlere kiyasla daha
gec sonug verse de duyarlilifi ve seciciligi yliksektir (Ertag, Déger, Aydogdu ve
Ertas, 2018) ve yanlis pozitif-yanlis negatif sonuglarin éniine gecmektedir.

Kisinin kullandig) ilag¢ gecmisinin ve numune biitiinliigiiniin degerlendiril-
mesi de sonuglarin dogru yorumlanmas i¢in ¢ok énemli bir rol oynamaktadir.
Ciinkii ilag metabolitleri de yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bunun
yani sira polimorfizm de yorumlamada siklikla géz ardi edilen ve tizerinde du-
rulmasi gereken noktalardandir. 2003 yilinda, insan Genom Projesi ile beraber
farmakogenomik biliminin, bireyin bir ilaca kars1 olumsuz reaksiyonunun genetik
nedenlerinin belirlenmesinin temeli atilmistir (Ross ve digerleri, 2010). Sitokrom
P450 (CYP 450) enzimlerinin genetik polimorfizmi nedeniyle, populasyonlar
asagidaki gibi simiflandirilmistir (Ingelman-Sundberg, Sim, Gomez ve Rodrigu-
ez-Antona, 2007):
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i. Belirli bir P450’yi kodlayan ikiden fazla aktif gene sahip ultra hizl1 meta-
bolizérler (UM);

ii. Iki fonksiyonel gen tasiyan genis metabolizérler (GM);

iii. Kusurlu veya silinmis genler nedeniyle fonksiyonel enzimlerden yoksun
zayif metabolizorler (ZM).

UM —  Etki — LCYPIDIB s M1 inaktif

Aktif GM — % Ftki —CYPIOB o a1 inaktif

ilag
M — % Etki %»
Azin doz

Metabaolizma yok ¢ yan etkiler

UM CYpaDs Ml_ —_—  Artmus etki
aktif
Inaktif CYP2D6 M1
i —_— . —_— :
an ilag GM aktif Etki
ZM ] M1 ;
% aktifligi — Etki yok
mewvcut degil

Metabolizma
yok

Sekil 1.CYP 450enzimlerinin genetik polimorfizmi, (Kaynak: Ingelman-Sundberg ve
digerleri, 2007)

Bu caligmada konuyu aciklayan agn kesici kullaniminda opiyat pozitif ¢ikan
bir denetimli serbestlik (DS) olgusu ile adli toksikolojik analiz asamalarinin bir
biitiin oldugu ve yorumlamanin énemi ortaya konulmustur.
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Gerec¢ ve Yontem

Ege Universitesi Madde Bagimhlig1, Toksikoloji ve lag Bilimleri Enstitiisii Ba-
gimhilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda rutin olarak kontrole tabi ve yasadisi
maddelerin analizi yapilmaktadir. Laboratuvarimiza 5237 sayili kanun kapsamin-
da denetimli serbestlik (DS) olgular ve perifer servislerden gelen klinik olgular
basvurmaktadir. Analiz i¢in bagvuran olgularin idrar 6rneklerinde yapilan analiz-
ler sonucu yorumlamanin 6nemini gosterecek adli olgu 6rnek olarak sunulmustur.
Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 alinmigtir
(Karar no: 17-2.1/14).

Tiirk Ceza Kanunu’na gore denetimli serbestlik alan kisiler 6 haftalik bir te-
davi programindan gegirilerek idrarda madde tarama testine ve klinik goriismeye
tabi tutulmaktadir. Bagimlilik toksikolojisi Laboratuvari’na basvuran olgularin
idrar 6rneginde yapilacak adli toksikolojik analiz i¢in 6rnek alinmasi deneyimli
personel tarafindan, gézetim altinda yapilmaktadir. idrar érnegi verilirken bilgi-
lendirilmis onam formu doldurulmaktadir. Bu form iceriginde kisilerin kullandig1
ilaclar, var olan kronik hastaliklar vb. kisisel bilgileri icermektedir. Laboratuvari-
miza bagvuran 43 yasinda erkek DS olgusu formda diizenli olarak agr kesici (Ap-
ranax-Plus) kullanimi oldugunu beyan etmistir. Apranax-Plus, receteli bir nons-
teroid anti-inflamatuar ilactir. Iceriginde 550 mg naproksen sodyum ve 30 mg
kodein bulunmaktadir. Laboratuvardaki rutin metodolojiye gére DS olgusundan
Nisan-Haziran 2018 tarihleri arasinda emniyet &gozetim zinciri altinda 6 farkli
idrar 6rnegi alinmugstir. idrar 6rneklerinin laboratuvara kabulii yapilmis ve analiz
éncesinde idrar biitiinliik testi (Intect 7) yapilmustir. idrar érnekleri ilk olarak en-
zimatik immunoassay yéntemiyle Klonlanmig Enzim Donér immiinoassay (CE-
DIA) reaktifleri kullanilarak 6n tarama analizine tabi tutulmustur. On taramada
yer alan maddeler ve esik (cut-off) degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. On tarama testi ile idrar 6rneginde analiz edilen maddeler ve esik degerleri

Immunoassay Yontemiyle Analiz Esik deger (Cut-off)
Edilen Madde Adx (ng/ml)
Kannabinoid (Esrar, THC-COOH) >50
Amfetamin >1000
Ekstazi (MDMA) >500
Opioid >300
Kokain >300
Sentetik Esrar-1° >10
Sentetik Esrar-2° >20
Benzodiazepin >200
Buprenorfin >5
6-asetilmorfin (6-AM) >10

1JWH-018, JWH-073, AM-2201, "UR-144
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Pozitif ¢ikan maddeler adli toksikolojinin temel prensibi olan ileri ikinci bir
yontemle kromatografik olarak dogrulanmigtir. Dogrulama analizine 6rnekleri ha-
zir hale getirebilmek icin sivi-sivi ekstraksiyon yapilmistir. Laboratuvar-igi yon-
temle cihaza verilmeye hazir hale getirilen idrar 6rnekleri gaz kromatografisi-kiit-
le spektrometresi (GC-MS) ile kantitatif olarak analiz edilmistir.

Bulgular

On tarama 6ncesinde olguya ait idrar drneklerinde yapilan idrar biitiinliik testine
gore ornek biitlinliigii tam olarak degerlendirilmistir. Olguya ait tiim idrar 6rnek-
lerinde immunoassay ile yapilan 6n tarama sonucunda opiyat pozitif ¢cikmistir
(>esik deger: 300 ng/ml). Tarama analizinde tiim idrar 6rneklerinde opiyat pozitif-
ligi verebilecek eroin kullanimina isaret eden belirte¢ olan 6-AM saptanmamistir.

GC-MS ile yapilan dogrulama analizi sonucunda tiim idrar 6rneklerinde mor-
fin, kodein ve naproksen sodyum saptanmuistir (Sekil 2 ve 3).

Rbundance fon 429.00 {428.70 to 429.70): 1526mer D\data ms
30000 on 236.00 (235.70 to 236.70): 1526mor.D\datams
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Sekil 2. Idrar 6rneklerinde saptanan kodein ve morfine ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 3. idrar érneklerinde saptanan naproksene ait kromatogram ve spektrum

Kodein; 6-AM yani eroin kullaniminda pozitif saptanan numunelerde sik-
likla tespit edilebilmektedir. Bu durum coklu madde kullanimindan veya eroi-
nin kendisinin kodeinle kontaminasyonundan kaynaklanabilmektedir. Ozellikle
6-AM’nin tespit edilmedigi durumlarda, bireyin kodein mi yoksa eroin mi kullan-
digim tahmin etmeye yardimci olmak icin toplam morfin/kodein orani (Mor/Kod)
kullanilmaktadir. Kodein, polimorfik enzim olan CYP2D6 tarafindan morfine
metabolize edilmektedir (Sekil 4).Zayif metabolizorler son derece diisiik plazma
derisimlerine ve morfin ve morfin glukuronidlerin idrar geri kazanim oranlarina
ve kodeinin ¢ok az analjezik etkinligine sahiptir. Buna karsilik, bir CYP2D6 gen
duplikasyonu tasiyan ultra hizli metabolizorler, yiiksek CYP2D6 aktivitesine sa-
hiptir (Kirchheiner ve digerleri, 2006) ve zayif metabolizmasi olan kisilere gore
45 kata kadar daha yiiksek kodein metabolit derisimleri gelistirdikleri rapor edil-
mistir (Yue, Alm, Svensson ve Sdawe, 1997).
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Sekil 4. Opiyatlarin metabolizmasi (Kaynak: United Nations Office on Drugs and Crime
(UNODC), 1993)

Mevcut adli uygulamada Mor/Kod degeri<1 ise, tek basina kodein aliminin
gostergesi olarak kabul edilirken, oranin >1 olmasinin eroin kullanimini gésterdi-
gi kabul edilmektedir (Kronstrand ve Jones, 2001). Bununla birlikte, kodeinden
gelen morfin, polimorfik sitokrom P450 enzimi CYP2D6 yoluyla iiretildiginden,
CYP2D6 geninin bir kopyalanmasinin neden oldugu ultra hizli metabolizmanin
plazmadaki daha yiiksek morfin diizeylerinden sorumlu olabilecegi argumamn kul-
lanilabilir. Bu nedenle Mor/Kod >1 degeri UM’lerde bulunabilmekte ve bu kisiler
yanliglikla eroin kullanicisi olmakla suglanabilmektedir (He, Brockmoller, Sch-
midt, Roots ve Kirchheiner, 2008).

Olgudan DS siirecinde alinan 6 idrar érneginde de GC-MS ile yapilan dog-

rulamada Mor/Kod oranlar farkhh bulunmustur. Sekil 5’te idrar orneklerine ait

saptanan mor/kod oranlari ayr1 ayr1 verilmistir.
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Sekil 5. Idrar érneklerine ait saptanan Mor/Kod degeri

Sonuc¢ ve Oneriler

Madde kullaniminin giderek yayginlastigi, farkli alanlarda 6nemli sorunlar agti-
g1 diinyamizda, giinden giine siirekli yeni bilesiklerin de piyasaya sokulmas: bu
maddelerin saptanarak adli kanit olarak kullanilmasini daha da zorlastirmakta-
dir. Kisinin kendisi disinda, cevresindekileri de etkilemesi, madde kullanimini
gosteren adli & analitik toksikolojik yaklagimlarla, maddenin somut bir delil ola-
rak ortaya konmasi son derece dnemlidir. Bu noktada adli toksikolojik analizler
onemli bir objektif veri sunmaktadir.

Adli toksikolojik olgularin idrar érneklerinde opiyatlarin saptanmasi, suisti-
mal edilen bir maddeden olabildigi gibi, yasal receteli ilaclardan veya gidalardan
kaynaklanabilir. DS veya klinik olgularin idrar 6rneklerinde bulunan morfinin ne-
reden kaynakli oldugunu belirlemek bazen zor olabilmekte ve analiz sonuglarinin
yorumlanmasi biiylik 6nem kazanmaktadir. Hekimler hem adli bir karar hem de
klinik bir tedavi izlemi icin pozitif test sonuglarinin receteli bir ilacin dogru kulla-
nimiyla mi1 yoksa kotiiye kullanimla mu ilgili oldugu verisine ihtiya¢ duymaktadir.
Calismamizda agn kesici ila¢ kullandiginm beyan eden olgumuzun idrar érneginde
immunoassay yontem ile yapilan 6n taramada opiyat pozitif ¢cikmistir. GC-MS’le
yapilan dogrulama analizlerinde ise kisinin kullandig1 analjezik ilaca ait etken
maddesi kodein yaninda naproksen sodyum ve morfin saptanmigtir. Kodein, genis
bir giivenlik ile diinyada en yaygin kullanilan opiyatlardan biridir. Bir 6n ilag¢ olan
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kodeinin normal metabolizorleri icin viicuttaki CYP2D6 sistemi, kodeini morfine
doniistiirerek etkili analjezi saglamaktadir. UM’lerde, standart bir kodein dozun-
dan ¢ok daha biiyiik miktarda morfin metabolize edilmekte ve potansiyel bir opi-
oid doz agimina yol agmaktadir (He ve digerleri, 2008). Apranax plus icinde 550
mg naproksen sodyum ve 30 mg kodein fosfat bulunmaktadir, Olgumuz diizenli
olarak bu ilac1 kullandigini1 beyan etmis ve yapilan analizlerinde kisinin beyanina
uygun olarak tiim idrar 6rneklerinde naproksen sodyum saptanmistir. Ancak
kiside saptanan opiyat pozitifliginin, bu ilacin icinde yer alan kodein de mi ya da
ayrica aldig1 morfinden mi kaynaklandig1 sorusu 6nemlidir. Olgumuzun idrar o6r-
neklerinde yiiksek diizeyde morfinin saptanmasi, viicadumuzdaki kodein metabo-
lizmasi sonucunda, morfine dontisebilen kodeinden kaynaklanmis olabilir. Olgu-
nun idrar 6rneklerinde tespit edilen Mor/Kod oranlar birbirinden farkli ¢ikmistir.
0.99 oranina gore olgu ultra hizli metabolize edici olarak degerlendirilebilirken,
1.45, 2.96 ve 3.57’ye gore (>1 olan) kodeini morfin gibi etki elde edebilmek icin
kotiiye kullandig1 veya dogrudan morfin kullandig1 kabul edilir. Diger sonuclara
gore (0.88, 0.38) kodein almis olarak degerlendirilebilir. Olgumuzda net bir kara-
ra varmak icin ileri genetik caligmalar yapilmalidir.

Hem DS gibi kisinin hayatini etkileyecek adli olgularda hem de tedaviyi se-
killendirecek klinik olgularda adli toksikolojik analizler pre-analitik, analitik ve
post-analitik asamalar goz oniinde bulundurularak sonuglar bir biitiin seklinde
adli toksikologlar tarafindan uzmanlarca degerlendirilmelidir. Bu ¢alisma; yanlig
sonuclar azaltmak icin laboratuvarlarda deneyimli bir adli toksikolog tarafindan
analiz sonuclarinin dikkatli bir sekilde yorumlanmasina giiclii bir ihtiyac oldugu-
nu gostermistir.
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