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OZET

Bu calismada idrarda morfin, kodein ve 6-monoasetilmorfin (6-MAM)' nin ayni anda tespit
edilebilmesine yonelik bir yontem kurulmustur. Bu yontemde tiiketme, katifaz tiiketimi (Solid Phase
Extraction) kolonlarinda yapilmis ve N,0,bis (trimetilsilil) trifloroasetamid (BSTFA) ile %l
trimetilklorosilan (TMCS) kullanilarak tiireviendirme yapilmistir. Olciimler kiitle dedektorlii gaz
kromatografisinde (GC/MS), SIM modu (secici iyon modu) kullanilarak yapilmis ve kullandigimiz
opiatlarin her iigii icinde % 90 nin iizerinde verim (geri kazanilabilirlik) degerleri elde edilmistir.
Calismamizda ayrica morfin kullanan bir sahsin idrarinda da kurmus oldugumuz bu yontem
uygulanmustir.

Anahtar kelimeler: Morfin, Kodein, 6- MAM, Idrar, GC/MS.

ABSTRACT

In the present study a method was developed for simultaneous determination of morphine,
codeine and 6- MAM (6-monoacetylmorphine) in urine. We used SPE (Solid Phase Extraction) method
in combination with the BSTFA + 1 % TMCS derivatization method. Morphine, codeine and 6-MAM
were determined in urine by using GC/MS method. We determined recovery rates over 90 % for the
opiates mentioned above. This method was also applied for the urine obtained from a morphine
addict.
Key words: Morphine, Codeine, 6- MAM, Urine, GC/MS.
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GIRIS

Diinya' da eroin kullanimi ge¢miste oldugu gibi gliniimiizde de 6nemini korumakta ve
temel bir toplumsal problem olarak karsimiza cikmaktadir (1). Bu nedenle bu tip suistimali
yapilan bagimlilik yapici maddelerin biyolojik sivilardaki tayinleri de onemini gun gectikce
arttirmaktadir (1). Giuiniimiiziin ileri enstriimantal analiz teknikleri sayesinde kan, idrar, salya,
ter ve sa¢ gibi biyolojik sivilarda cok diisik miktarlardaki opiatlar kolaylikla tespit
edilebilmektedir (1,2,3).

Eroin, buruna cekmek, sigara gibi igmek, deri altina enjekte etmek ve damar icine enjekte
etmek gibi pek cok sekillerde kullanilabilir (4). Eroin alindiktan sonra viicutta siiratle 6-
monoasetilmorfine (6-MAM) metabolize olmaktadir (1). Daha sonra daha yavas olmak iizere

morfine kadar metabolize olur ve morfin-3-glukuronid seklinde idrarla atilir (Sekil 1) (1).
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Sekil 1. Opiatlarin metabolizmasi (1).

Damardan alinan eroinin 20-40 saat sonra idrardaki temel metabolitlerinin morfin-3-

glukuronid (uygulanan dozun % 38.2 si), serbest morfin (% 4.2), 6-MAM (% 1.3) ve eroin (%
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0.1) oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (1). Kanun dist yollardan turetilen eroinin iginde
safsizlik olarak az da olsa asetilkodein bulunabilir (5). Bu asetilkodeinin deasetilasyonu
sonucunda bir miktar kodein olusabilir ve eroin alan Kkisilerin idrarlarinda tayin edilebilir ancak
kodein eroinin bir metaboliti degildir (1,5).

Eroin alan bir sahsin idrarinda eroin tespit etmek, eroinin siiratle 6-MAM’' e ve morfine
metabolize olmasi nedeniyle miimkiin olamamaktadir (6). Bu nedenle idrarda eroinin temel
metaboliti olan morfin tayini yapilir. Ancak idrarinda morfin tayin edilen bir kisinin morfin ya
da eroinden hangisini kullandigina karar vermek miimkiin degildir (6). Ciinkii hem morfin hem
de eroin kullanildiginda idrarda morfin tayin edilebilmektedir (6). Bir sahsin eroin ya da
morfinden hangisini kullandigini belirlemek igin sahsin idrarinda 6-MAM tespit edilmelidir
(6,7). Ancak boyle bir durumda sahsin kesin olarak eroin kullandigi soylenebilir (1,6,7).
Bununla birlikte idrarda 6-MAM tayin edilebilmesi icin farkli bir tiiketim semasinin
uygulanmasi gerekmektedir (8,9). 6-MAM tayini yapabilmek igin idrar hidroliz edilmeden
kullanilmalidir (8,9). Aksi taktirde 6-MAM, morfine hidroliz olacagindan tespit edilemeyecektir
(8,9).

Bu c¢alismada 6ncelikle idrarda kodein, morfin ve 6-MAM in ayni anda tespit edilmesinde
kullanilabilecek bir yontem kurulmustur. Bu yontemin diger yontemlerden en Onemli farki
tiketmenin kati faz tiiketimi (SPE) kolonlarinda yapilmasi ve opiatlar icin en uygun
tiirevlendirme maddesi olan BSTFA ile % 1 TMCS nin kullanilmig olmasidir. (Calismamizda
ayrica bir morfin kullanicisindan alinan idrar numunesine 2 farkli tiiketme yontemi uygulanarak
(idrara hidroliz yapilmadan ve asit hidroliz yapilarak) aradaki fark gosterilmis ve

yorumlanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Hidroliz uygulamadan kullandiZimiz numune hazirlama yontemi:

Kullanilan i¢ standartlar: Morfin-D, (2.5 ng/pl), 6-MAM-D,; (1 ng/pl).

Numune Hazirlanmasi: Uygun bir test tiiptine 1 ml idrar numunesi, her bir i¢ standart dan 200
11 (Morfin-D, ve 6-MAM-D3) ve 3 ml fosfat tamponu (pH:7) koyulmus ve pH 6.5 - 7.5 arasina
ayarlanmustir. Tuplerin hacimleri 7 ml ye distile su ile tamamlanmuistir.

Tiiketme: SPE kolonlari sirast ile 3 ml metanol ve 3 ml distile su ge9irilerek aktive edildikten
sonra yukarida hazirlamis oldugumuz numune, kolondan gecirilmistir. Kolondaki istenmeyen

maddelerin temizlenmesi icin kolondan sirasi ile 3 ml distile su, 2 ml 0.1 M asetat tamponu (pH:
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4.5) ve tekrar 3 ml distile su gecirilmis ve kolon vakum ile 2 dakika kurutulmustur. Son olarak
kolondan 2 ml metilen kloriir : isopropil alkol (80:20) gecirilerek uygun bir tiipte eluat
toplanmustir.

Tiirevlendirme: Yukarida elde edilen eluat 40 °C lik su banyosunda azot gazi altinda
ucurulmustur. Kalint1 tzerine 100 pl BSTFA, % 1 TMCS koyulmus ve tiiplin agz1 hava
almayacak sekilde kapatilarak 70 °C de 1 saat bekletilmistir. Boylece sililleme islemi
yapilmistir. Turevlendirme islemi bittikten sonra c¢oOzeltinin sofumast beklenmis ve bu
¢ozeltiden 1 1 GC/MS' e enjekte edilmistir.

Asit hidroliz uygulayarak kullandigimiz numune hazirlama yontemi:

Numune Hazirlanmasi: Uygun bir test tiipline 1 ml idrar numunesi, 200 [t1 i¢ standart (Morfin-
D,) ve 1 ml 6 N HCI ilave edilerek otoklavda 120 °C de 20 dk hidroliz edilmistir. Siire sonunda
tliplerin oda sicakligina kadar sogumasi i¢in beklendikten sonra vortekslenmis ve pH larmin 6.5
ile 7.5 arasinda olmalart saglanmustir. Tiiplerin pH' s1 kontrol edildikten sonra hacimleri 7ml ye
distile su ile tamamlanmis ve 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra
yapilan islemler hidroliz uygulamadan kullandigimiz numune hazirlama yOonteminde oldugu
gibi yapilmistir.

Standart idrar numunesi: Morfin ve kodein icermediginden emin oldugumuz idrar (bos idrar)
icine her birinin konsantrasyonu 1000 ng/ml olacak sekilde morfin, kodein ve 6-MAM
standartlar ilave edilmistir.

Standartlarin hazirlanmasi:

1000 ng/ml: 1000 p1 standart idrar numunesi + [S*

500 ng/ml: 500 1 standart idrar numunesi + 500 p1 bos idrar + IS

200 ng/ml: 200 W1 standart idrar numunesi + 800 pt1 bos idrar + IS

100 ng/ml: 100 w1 standart idrar numunesi + 900 p1 bos idrar + IS

50 ng/ml: 50 u1 standart idrar numunesi + 950 pt1 bos idrar + is

20 ng/ml: 20 W1 standart idrar numunesi + 980 11 bos idrar + is

Blank: 1000 M1 bos idrar + IS

*IS: (I¢ Standart) 200 p1 Morfin-D, + 200 p1 6-MAM-D3

Tim standartlar hidroliz uygulamadan kullandigimiz numune hazirlama yontemine gore

tiketilmis ve tlirevlendirilmistir.
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GC/MS Kkosullan: Biitiin analizler Hawlett Packard' m 5890 Model seri 11 Gaz kromatografisi
ve 5971 MSD kullanilarak yapilmustir. Cihaz 7673 model bir otomatik oOrnekleyici' de
icermektedir. Cihazda 12 m x 0.2 mm x 0.33 pm film HP Ultra 1 kapiler kolon kullanilmstir.
Caligmalar esnasinda kullandigimiz parametreler asagida verilmistir.

Kolon basincrt: 8.5 psi, kolon akis hizi: 1.04 ml/sn, kolon sicakligi 1: 60°C, zaman: 1 dakika,
artis hizi: 30°C/dakika, kolon sicakligi 2: 235°C, zaman: 5 dakika, artig hizi: 20°C/dakika, kolon
sicakligr 3: 290°C, zaman: 8 dakika, enjeksiyon sicakligi: 250°C.

GC/MS analizleri esnasinda SIM modu (secilmis iyon modu) kullanilmistir. Analizler esnasinda
kullandigimiz iyon numaralar1 asagida verilmistir:

Kodein-TMS: 371, 234, 343. Morfin-TMS: 429, 287, 324 Morfin-D3-TMS: 432, 290, 327 6-
MAM-TMS: 399, 340, 287 6-MAM-D3-TMS: 402, 343, 290. Miktar tayini her bir maddenin
iyon oranimnin kendisine analog olan dotoro (D,) i¢ standardinin iyon oranina bolinerek
hesaplanmistir. Ancak kodein igin i¢ standart olarak morfin-D, kullanimistir. Buna gore
kantitatif tayinde kodein i¢cin m/z 371/432, morfin i¢in m/z 429/432 ve 6-MAM icin m/z
399/402 iyon oranlar1 kullanilmuistir.

Dogrusallik: 20-1000 ng/ml konsantrasyonlari arasinda yukarida goriildiigii sekilde hazirlanan
standartlar hidroliz uygulanmadan numune hazirlama metoduna gore tiiketilip tiirevlendirdikten
sonra GC/MS e verilerek calisma araligimizda dogrusallik olup olmadig1 arastirilmistir.
Tekrarlanabilirlik: Morfin, kodein ve 6-MAM nin her biri icin 20 ve 200 ng/ml
konsantrasyonlarindaki standartlari hidroliz uygulanmadan numune hazirlama metoduna gore
tliketilip tiirevlendirildikten sonra GC/MS e verilmis ve tekrarlanabilirlikleri % degisim
katsayist (%CV) hesaplanarak degerlendirilmistir. Bu calismada her bir konsantrasyon igin 5
uygulama yapilmustir.

Verim (Geri kazamlabilirlik): Morfin, kodein ve 6-MAM igin yaptigimiz tiiketmenin verimini
hesaplamak icin her birinin bos idrar icinde 100 ng/ml konsantrasyonunda standart ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Ancak bu asamada hig¢ birine i¢ standart koyulmamustir. Bu sekilde hazirlanan
standartlar hidroliz uygulanmadan numune hazirlama metoduna gore tiiketildikten sonra ig
standart ilave edilmis ve tiirevlendirilerek GC/MS e verilmistir. Bu calismaya paralel olarak
yine Morfin, kodein ve 6-MAM igin standartlarin hazirlanmasi boliimiinde anlatildig1 gibi 100
ng/ml konsantrasyonunda standartlar (i¢ standartlar da koyularak) hazirlanmis ve yine hidroliz
uygulanmadan numune hazirlama metoduna gore tiiketilip tiirevlendirildikden sonra GC/MS e

verilmistir. Bu her iki uygulama arasindaki farktan faydalanarak tiiketmenin % verimi
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hesaplanmistir. Hesaplamalar 5 uygulamanin ortalamasi alinarak yapilmaistir.

Morfin kullanan bir sahsin idrarinda yapilan islemler: Morfin kullandig1 gerekgesi ile polis
tarafindan yakalanan bir sahsin idrarinda kurmus oldugumuz yéntemler denenmistir. Bu idrar
hem hidroliz edilerek hem de hidroliz edilmeden yukarida acikladigimiz yontemlere gore analiz

edilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada ekstraksiyonlar kat1 faz tiiketimi (SPE) kolonlar ile yapilmig ve ekstrakt
BSTFA (% 1 TMCS) ile tiirevlendirilmistir. Olgiimlerin tamami GC/MS'de SIM modu
kullanillarak  gerceklestirilmistir. Bu kombinasyon sayesinde oOzellikle elde edilen
tekrarlanabilirlik ve geri kazanilabilirlik degerlerinin benzer calismalardan daha iyi olduklar
tespit edilmistir (10,11,12). Ozellikle kat1 faz tiiketiminin sagladig1 faydalardan daha onceki
calismamizda detayl bir sekilde bahsedilmistir (13).

Calismamizda en diisiik tayin sinir1 olarak (Limit of detection, LOD) morfin, 6-MAM ve
kodein icin sirast ile 15 ng/ml, 10 ng/ml ve 15 ng/ml bulunmustur. Bu tayinler International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)'1in tanimlamalarina gore yapilmistir (14).

Bu ¢alismada Morfin, 6-MAM ve kodein igin elde edilen geri kazanilabilirlik degerleri %
90 nin tlzerinde bulunmustur (Tablo 1). Yapilan benzer calismalarda geri kazanilabilirlik
degerlerinin cogu % 90 nin altinda oldugu gézlenmektedir. O'Neal ve arkadaslari yaptigi benzer
bir calismada opiatlar igin % 68 ile % 98 arasinda geri kazanilabilirlik degerleri bildirmistir
(10). Fuller ve arkadaslari ise yine benzer bir ¢calismada kodein i¢in % 90, Morfin igin % 88 ve
6-MAM i¢in ise % 85 geri kazanilabilirlik degerleri bildirmektedir (11). Bizim bu calismada
elde ettigimiz degerlere bakilacak olursa (Tablo 1) daha iyi geri kazanilabilirlik degerleri elde

edildigi goriilebilmektedir.

Tablo 1. Verim (geri kazanilabilirlik) caligmalarinin sonuglari.

Opiatlar Ortalama* Sinirlar

Morfin 934 93,1-95,3
Kodein 96,7 94,1-97,6
6-MAM 94,1 92,6-95,2

* Ortalamalar 5 ayn uygulama yapilarak elde edilmistir (100 ng/ml icin).

Calismamizda elde ettigimiz tekrarlanabilirlik degerleri incelendiginde (Tablo 2) yine

benzer calismalardan ya daha iyi oldugu veya birbirine cok yakin olduklar goriilecektir.
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O'Neal ve arkadaslan yaptiklart calismada tekrarlanabilirligin bir ifadesi olarak kullanilan
varyasyon Kkatsayisini (CV) % 10 un altinda bulduklarini bildirmislerdir (10). Giovanni ve
arkadaglar1 ise kullandiklar1 yontemde opiatlar i¢cin CV degerini % 7 nin altinda tespit
etmiglerdir (12). Bizim calismamizda ise Ozellikle 200 ng/ml konsantrasyonunda yapmis
oldugumuz tekrarlanabilirlik calismalarinin sonucunda CV degeri Morfin, kodein ve 6-MAM
icin % 5 in altinda tespit edilmistir (Tablo 2). 20 ng/ml konsantrasyonunda yaptigimiz
tekrarlanabilirlik calismasinda ise her li¢ opiat icinde CV degerleri daha yiiksek bulunmustur
(Tablo 2) ancak 20 ng/ml' nin tayin sinirma ¢ok yakin bir konsantrasyon oldugu géz oniinde
bulundurulmalidir. Fuller ve arkadaslart da benzer bir ¢alisma yapmis ve CV degerlerini kodein
icin % 4.1, morfin igin 3.2 ve 6-MAM i¢in ise 5.7 olarak bulmuslardir (11). Bizim elde ettigimiz
degerler ile Fuller ve arkadaslarinin elde ettigi degerlerin birbirine oldukca yakin olduklart

goriilmektedir.

Tablo 2. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinin sonuglari.

Opiatlar  Idrara katilan Bulunan* St.Sapma % Degisim
ng/ml ng/ml ng/ml katsayist (CV)
Morfin 20 200 20,07 207,78 1,92 7,87 7,6 38
(17,67-21,44)  (197,99-216,81)
Kodein 20 200 19,07 195,89 1,35 9,12 7,2 4,7
(17,60-20,49)  (180,01-202,07)
6MAM 20 200 19,55 201,83 1,36 8,84 6,9 44

(18,10-21,77)  (192,62-210,88)
*  Bulunan ortalama degerler 5 ayr1 uygulamamn ortalamalaridir.

Calismamizda 20 ng/ml ile 1000 ng/ml arasindaki konsantrasyonlarda dogrusallik da
aragtirllmis bu konsantrasyonlar arasinda kantitatif tayin yapilabilmesi icin gerekli olan
dogrusalligin var oldugu tespit edilmistir (Sekil 2) (15). Bu c¢alismada morfin, 6-MAM ve
kodein icin sirast ile 0.9995, 0.9992 ve 0.9998 R’ degerleri hesaplanmustir.
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o Morfin ¥ =0.0022x +0,0129 R®=0,9995
47 DeMAM Y -0.0027x -0,0287 R?=0,9992
aAKoden Y =0.0034x-0,0152 R*=0,9998
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Sekil 2. Morfin, kodein ve 6-MAM 'nin 20 - 1000 ng/ml konsantrasyonlari arasinda (idrarda)
tespit edilen standart egrileri.

Calismamizda hidroliz uygulamadan numune hazirlama yontemine gore hazirlanan
standartlara ait iki kromatogram Sekil 3' de verilmistir. Bu kromatogramlarda morfin, 6-MAM
ve kodein piklerinin birbirinden oldukca iyi ayrilabildigi goriilmektedir. Bu sayede yontem her
¢ opiatin ayni anda tayin edilebilmesine olanak saglamaktadir. Materyal metod kisminda da
bahsedildigi gibi opiatlar GC/MS' e verilmeden once sililleme yapilmistir. Bu nedenle Sekil 3’
deki kromatogramlarda goriilen pikler opiatlarin silillenmis tiirevlerine aittir (morfin-TMS, 6-
MAM-TMS gibi). Gaz kromatografisi yontemlerinde silillemenin 6nemi ve faydalarindan daha
onceki ¢alismamizda bahsedilmistir (13). Kromatogramlardan da anlasilacagi gibi kodein icin ic
standart olarak kodein-D, kullanilmamig, bunun yerine kodein konsantrasyonlart morfin-D, ye
gore hesaplanmistir. Morfin ve 6-MAM icin ise sirast ile morfin-D, ve 6-MAM-D3 i¢ standart
olarak kullanilmig ve konsantrasyonlari buna goére hesaplanmistir.

Bu c¢aligmada kullanilan morfin-D3 ve 6-MAM-D3 gibi deutered internal standartlar
kromatogram iizerinde sirasi ile morfin ve 6-MAM ile aym1 alikonma zamanina (retention time)
sahip pikler vermektedirler (Sekil 3). Bu durum o6zellikle GC/MS uygulamalarinda 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. Ozellikle kalabalik piklerin bulundugu bir kromatogramda, kromatogram
tzerinde ayr1 bir yer isgal etmemeleri 6nemli bir avantajdir. Boylece i¢ standardin bir bagka piki
goOlgelemesi s6z konusu olmayacaktir. Avantajlarinin yaninda bu tip internal standartlarin en
onemli dezavantaji sadece GC/MS uygulamalarinda kullanilabilir olmasidir (1). Ciinkii bu
internal standartlar ana molekiil ile ayn1 alikonma zamanina sahip olduklarindan sadece GC/MS

de SIM modu kullanildiginda goriintiilenebilirler. Bu nedenle bu tip i¢ standartlar gaz
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kromatogarfisi uygulamalarinda ana molekiil ile aynmi yerde tek bir pik olarak goriileceklerinden

kullanilamazlar (1).
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Sekil 3. Hidroliz uygulanmadan numune hazirlama yontemi kullanilarak elde edilen morfin, 6-
MAM, kodein ve i¢ standart kromatogramlari. A: 50 ng/ml konsantrasyonunda

hazirlanan standartlar; B: 500 ng/ml konsantrasyonunda hazirlanan standartlar.

Calismamizda morfin, kodein ve 6-MAM igin hem hidroliz uygulanmadan hem de
hidroliz uygulanarak numune hazirlama yontemleri tanimlanmistir. Hidroliz uygulamadan
numune hazirlama yonteminde sadece idrardaki serbest kodein, serbest morfin ve 6-MAM tespit
edilebilir (16,17). Daha 6nce de bahsettigimiz gibi alinan eroin veya morfinin yaklasik % 4.2 si
idrarda serbest halde bulunurken yaklasik % 38.2 si morfin-3-glukuronid seklinde bulunur (1).

Ancak idrarda morfini sadece Kkalitatif olarak tespit etmek amaca hizmet ediyorsa (ki pek cok
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durumda idrarda morfin tespit etmek kisinin morfin yada eroin kullandigimi kesin olarak
gostermesi acisindan yeterli olur) hidroliz uygulamadan numune hazirlama yontemi, yukaridaki
verilerden de anlasilabilecegi gibi yeterli, guvenilir ve hizlidir. Hidroliz uygulamadan numune
hazirlama yonteminin diger bir énemli avantaji ise, kisinin morfin yada eroinden hangisini
kullandiginin kesin olarak tespit edilebilmesidir (6,7). Opiatlarin metabolizmasinda da
goriilebilecegi gibi (Sekil 1) eroin dnce 6-MAM e oradan da morfine metabolize olur. Eger
idrarda 6-MAM tespit edilebilir ise kisinin kesin olarak eroin kullandig1 soylenebilir (1,6,7).
Ancak 6-MAM c¢ok kolay hidroliz olabilmektedir (6,7). Bu nedenle idrarda 6-MAM tespit
edebilmek i¢in hidroliz uygulamadan numune hazirlama yonteminin kullanilmast gerekmektedir
(1,6,7). Ancak bu kosullarda idrarda 6-MAM tespiti miimkiin olabilir ve Kisinin eroin yada
morfinden hangisini kullandig1 kesin olarak sdylenebilir (1,6,7,8,9).

Ancak bazi durumlarda idrardaki morfin konsantrasyonu daha biiyiik 6nem kazanabilir.
Bu gibi durumlarda idrar, hidroliz uygulayarak numune hazirlama yontemi kullanilarak
hazirlanmalidir (18). Bu durumda idrarda tayin edilecek olan morfin (veya kodein)
konsantrasyonu, hidroliz uygulamadan numune hazirlama yontemi kullanilarak tespit edilen
morfin konsantrasyonundan daha yiiksek olacaktir (18). Ciinkii hidroliz uygulayarak numune
hazirlama yontemi kullanildiginda idrardaki morfin-3-glukuronid' de hidroliz olacak ve serbest
hale gececektir (18). Idrardaki morfin-3-glukuronid alinan dozun 9%38.2 sini olusturdugu
diisiiniiliirse bu yontem ile idrarda tayin edilecek olan morfin miktarinin yaklasik ne kadar
artabilecegi tahmin edilebilir (1).

Calismamizda ayrica morfin kullandigi bilinen bir sahsin idrarinda, kurmus oldugumuz
yontem uygulanmustir. Morfin kullandigr bilinen bu sahsin idrarma hidroliz uygulamadan ve
hidroliz uygulayarak numune hazirlama yontemleri uygulanmis (Bu numunelerin hazirlanmast
esnasinda ortama kodein-D, ilave edilmemistir) ve sekil 4' deki kromatogramlar elde edilmistir.
Hidroliz uygulamadan numune hazirlama yontemine gore hazirlanmis olan idrara ait
kromatograma bakildiginda 6-MAM-D3' yi (i¢ standart) gormek miimkiin oldugu halde 6-MAM
piki tespit edilememistir. 6-MAM pikinin kromatogramda tespit edilememesi kisinin kesin
olarak eroin degil morfin kullandigimin bir gostergesidir (1,6,7,8,9). Hidroliz uygulayarak
numune hazirlama yontemine gore hazirlanmis olan idrara ait kromatograma bakildiginda ise
morfin konsantrasyonunda yukaridaki aciklamalarimizi destekler yonde O©nemli bir artig
goriilmektedir (18). Bu sahsin idrarindaki morfin miktar asit hidroliz uygulamadan numune

hazirlama yontemine gore (Kromatogram A) 82.1 ng/ml olarak tespit edilirken asit hidroliz
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uygulayarak numune hazirlama yontemine gore (Kromatogram B) 1367.2 ng/ml olarak tespit
edilmistir (Sekil 4). Sekil 4' de ayrica morfin ve morfin-D; nin kiitle spektrumlart da
goriilmektedir. Bu spektrumlarda morfin-TMS (429, 287, 324) ve morfin-D,-TMS (432, 290,
327) icin secilmis olan iyon numaralarn agikca gortilebilmektedir. Boylece idrar numunesinden
elde edilen kromatogramdaki pikin morfine ait oldugu da dogrulanmis bulunmaktadir. Gergek
idrar numunesi ile yapmis oldugumuz bu caligma ile de kurdugumuz yontemin giivenilirligini

destekler yonde sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4. Morfin kullandigr bilinen bir sahsin idrarindan elde edilen kromatogram ve
spektrumlar. A: hidroliz uygulanmadan, B: asit hidroliz uygulayarak hazirlanan
numune idrar kromatogramlari. C ve D' de ise sirasi ile silillenmis morfin-D, ve

morfin e ait kiitle spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sonug olarak morfin, 6-MAM ve kodeinin idrarda ayni anda tespit edilebilmesi amaci ile
gelistirdigimiz bu yoOntem elde edilen tekrarlanabilirlik, geri kazanilabilirlik ve calisma
araliginda gosterdigi dogrusallik g6z oOniline alindig§inda giivenilir bir yontem olarak
degerlendirilebilir. Hidroliz uygulayarak ve uygulamadan olmak iizere farkli amacglara ve
isteklere hizmet edebilecek iki farkli tiiketme yOntemi tanimlanmis ve uygulanmistir. Yapilan
uygulamalar esnasinda da morfin, 6-MAM ve kodein piklerinin birbirinden ¢ok iyi ayrilmalari,
her lic opiatin bir arada tayin edilmesine olanak saglamaktadir. Biitiin bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu yontem rutin olarak opiat analizleri yapan laboratuarlar igin

onerilebilecek bir yontem olarak degerlendirilebilir.
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