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OZET

Coban 1., Opioid kullanim bozuklugunda idrar ve tiikiiriik numunelerinde
yasakh madde analizlerinin karsilastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Opioid
kullanim bozuklugu (OKB) tedavisinde cesitli ilaglar kullanilmaktadir. Bu grup
hastalarin tan1 ve tedavisinde opioid maddelerin yani sira tedavide kullanilan ilaglarin
da idrar, kan ve tiikiiriik gibi hasta numunelerinde saptanmasi amaciyla laboratuvar
analizlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda OKB tedavisinde
kullanilan ilaglarin, metabolitlerinin ve opioid grubundaki yaygin olarak kotiiye
kullanilan yasakli maddelerin idrar ve tiikiiriik numunelerinde kantitatif analizini
gerceklestirecek LC-MS/MS yontemlerinin panel olarak gelistirilmesi amaglanmastir.
OKB tani ve tedavi izleminde yararli olacag: diisiiniilen 16 opioid grubu, 3 kokain
grubu, 5 amfetamin grubu ve 2 gabapentenoid olmak tizere toplam 26 madde ¢alisma
kapsamina alindi. Bu maddelerin (6-MAM, BEG, buprenorfin, dihidrokodein, EDDP,
eroin, etilmorfin, gabapentin, kodein, kokaetilen, kokain, MBDB, MDA, MDEA,
MDMA, metadon, metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson, norbuprenorfin,
norkodein, normorfin, oksikodon, pregabalin ve tramadol) idrar ve tiikiiriik
numunelerinde LC-MS/MS ile analiz yontemleri gelistirildi. Validasyonlar
tamamlanan yontemlerle 76 hastanin idrar ve tiikiiritk numunelerinde madde analizleri
gerceklestirildi. Idrar numunelerinin LC-MS/MS sonuglar1, immiinolojik yéntem ile
caligilan opiat, ekstazi ve amfetamin sonuglari ile uyumlu bulundu. Ayrica, hastalarin
tedavisinde kullanilan ilaglarin ve metabolitlerinin, opiat dl¢limiinde kullandigimiz
immiinolojik yontem lzerinde etkilesimlerinin olmadigi belirlendi. Calismamizda
gelistirdigimiz idrar ve tiikiirik LC-MS/MS yontemlerinin naltrekson diizeylerinin
Ol¢iimiiniin  hastalarin relaps riskini Onlemede katki saglayacagi diisiiniildii.
Gelistirdigimiz yontemler ile yapilan analizler sonucunda idrar numuneleri i¢in tespit
edilen 14 madde ile tiikiirik numuneleri i¢in tespit edilen 11 maddenin dahil edildigi
minimalize panellerin, OKB tan1 ve tedavisinde kullaniminin yararli olacagi sonucuna
varild1.

Anahtar kelimeler: Opioid kullanim bozuklugu, Sivi kromatografi, Kiitle
spektrometri, Tiikiiriik, Idrar
Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimince desteklenmistir. Proje No: TYL-2021-18764
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ABSTRACT

Coban 1., Comparison of illicit substance analysis in urine and saliva samples in
opioid use disorder, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Biochemistry, Master's Degree Thesis, Ankara, 2023. Various drugs are used in the
treatment of opioid use disorder (OUD). In the diagnosis and treatment of this group
of patients, laboratory analyzes are required in order to detect the drugs used in the
treatment as well as opioid substances in patient samples such as urine, blood and
saliva. In this thesis, it is aimed to develop LC-MS/MS methods as a panel that will
perform the quantitative analysis of drugs used in the treatment of OUD, their
metabolites and commonly abused illicit substances in the opioid group in urine and
saliva samples. A total of 26 substances, including 16 opioid group, 3 cocaine group,
5 amphetamine group and 2 gabapentenoids, which are thought to be useful in the
diagnosis and treatment follow-up of OUD, were included in the study. Analysis
methods of these substances (6-MAM, BEG, buprenorphine, cocaethylene, cocaine,
codeine, dihydrocodeine, EDDP, ethylmorphine, gabapentin, heroin, MBDB, MDA,
MDEA, MDMA, methadone, methamphetamine, morphine, naloxane, naltrexone,
norbuprenorphine, norcodeine, normorphine, oxycodone, pregabalin and tramadol), in
urine and saliva samples by LC-MS/MS were developed. Substance analyzes were
performed in urine and saliva samples of 76 patients with the methods whose
validations were completed. LC-MS/MS results of urine samples were found to be
compatible with opiate, ecstasy and amphetamine results studied by immunological
method. In addition, it was determined that the drugs used in the treatment of the
patients and their metabolites did not interact with the immunoassay used in opiate
measurement. It was thought that the measurement of naltrexone levels of the urine
and salivary LC-MS/MS methods we developed in our study would contribute to
preventing the risk of relapse of the patients. As a result of the analyzes made with the
methods we developed, it was concluded that the minimalized panels, which included
14 substances detected for urine samples and 11 substances detected for saliva
samples, would be beneficial in the diagnosis and treatment of OUD.

Key words: Opioid use disorder, Liquid chromatography, Mass spectrometry, Saliva,
Urine.

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit. Project No: TYL-2021-18764
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1. GIRIS VE AMAC

Afyon alkoloidi olan morfin gibi beyindeki opioid reseptorlere baglanarak
benzeri etki gosteren dogal, yar1 sentetik ve sentetik bilesiklere genel olarak opioidler
denilmektedir. Opioidlerin giiclii analjezik etkileri ve santral sinir sistemi depresif
etkileri olup bagimlilik ve kétiiye kullanim potansiyeli yiiksektir.

Opioid kullanim bozuklugu (OKB) igin ilag tedavisinin yeri ¢cok 6nemlidir. Bu
amacla metadon, buprenorfin ve naltrekson gibi ilaglar kullanilmaktadir. Tedavi
basaris1 antagonist ilaglarin hizla baglanmasina baghdir. OKB tanisinda, tedaviye
uyumun degerlendirilmesinde ve asir1 doz alimina bagli akut entoksikasyonlarda idrar
veya kan gibi hasta numunelerinde bu bilesiklerin laboratuvar analizlerine gereksinim
duyulmaktadir. Idrar numunelerinde gerceklestirilen analizlere ek olarak, tiikiiriik
numunelerinde madde analizleri de biiyiik 6nem tasimaktadir. Tiikiirtik numunesinin
yasaklt madde analizleri, terapotik ilag izlemi veya klinik toksikoloji analizleri igin
kullanim1 miimkiindiir. Yasaklt madde analizlerinde idrar yerine tiikiiriik kullaniminin
avantajlar1 bulunmaktadir. Bu avantajlar baslica tiikiiriik numunesinin kolay ve hizli
bicimde elde edilebilmesi, numune midahalelerine imkan vermemesi, idrar
numuneleri i¢in gereken gdzetim memuru bulundurulma zorunlulugu ve o&zel
donanimli tuvalet alt yapisina gereksinimlerinin olmamasi olarak 6zetlenebilir.

Bu tez calismasinda OKB tedavisinde kullanilan ilaglari, metabolitlerini ve
opioid grubundaki yaygin olarak kétiiye kullanilan yasakli maddeleri bir panel olarak
idrar ve tiikiirik numunelerinde Kkantitatif analizini gerceklestiren LC-MS/MS
yontemlerinin gelistirilmesi ve validasyonu amaglanmustir.

Calismamiz, OKB tedavisinde kullanilan ilaglari, metabolitlerini ve opioid
grubundaki yaygin olarak kotiiye kullanilan yasakli maddeleri tiikiirik i¢in
gelistirilecek LC-MS/MS yonteminin idrar LC-MS/MS analizi ile uyumlu ve dogru
olarak olgiilecegi hipotezine dayanmaktadir.

Bu tez ¢alismasi su amagclarla planlanmistir:

1) OKB hastalarinin tedavisinde kullanilan ilaglari, metabolitlerini ve opioid
grubundaki yaygin olarak kotiiye kullanilan yasakli maddeleri idrar
numunelerinde saptayan bir LC-MS/MS tarama metodunu gelistirmek ve

valide etmek.



2) OKB hastalarmin tedavisinde kullanilan ilaglari, metabolitlerini ve opioid
grubundaki yaygin olarak kotiiye kullanilan yasakli maddeleri tiikiiriik
numunelerinde saptayacak hizli bir LC-MS/MS tarama metodu gelistirmek ve
valide etmek.

3) OKB hastalarinin tedavisinde kullanilan ilaglari, metabolitlerini ve opioid
grubundaki yaygin olarak kotiiye kullanilan yasakli maddelerin idrar ve
tiikiiriik numunelerinde tespit miktarlar1 arasindaki iliskiyi degerlendirmek.

4) OKB hastalarinin tedavisinde kullanilan ilaglarin, metabolitlerinin opiat
Ol¢limil yapan immiinolojik yontemler {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
ve sonuclarin idrar ve tiikiiriik icin gelistirilen, validasyonlar1 yapilan LC-

MS/MS tarama yontemleri ile karsilagtirilmas1 amaglanmustir.

Calisma kapsaminda ele alinan bilesikler i¢in idrar ve tiikiirik numunelerinde
LC-MS/MS ile analiz metodlar1 gelistirilmis ve valide edilmistir. Validasyonu
tamamlanan yontemlerle OKB tedavisindeki hastalardan alinan idrar ve tiikiiriik
numuneleri analiz edilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

Opioid reseptdr agonist ve/veya antagonistleri veya metabolitleri, opiat 6l¢iimii
yapan immiinolojik yontemlerde kullanilan antikorlarla ¢apraz reaksiyon nedeni ile
yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle calismamizin ikinci
kisminda opioid reseptdr agonist ve/veya antagonistlerini tedavi amaci ile kullanan
hastalarin idrar numuneleri immiinolojik yontem ile calisilmistir. Bu sonuglar,
gelistirilen ve validasyonlari yapilan LC-MS/MS tarama yontemleri ile

karsilastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bagimhk
2.1.1. Bagimhhgin Tanin

Bagimlilik, kullanilan madde ile psikolojik, fiziksel ve sosyal sorunlar
yasamasina ragmen kisilerin kullanima devam ettigi, tekrarlamalarla seyreden ruhsal
bozukluktur. Heterojen 6zellikler gosterir, farkli nicel goriiniimleri ve klinik agidan
farkli agirlik dereceleri bulunmaktadir. Bu sebeple bagimli olma ve olmama durumu
arasinda kesin bir ¢izgi yoktur [1]. Bagimlilik, davranigsal bagimliliklar ve alkol veya
madde bagimlilig1 olarak iki ayri baslikta incelenmektedir [2]. Bagimlilikla ilgili
yapilan ilk ¢alismalar bagimliliga neden olan maddelerin akut odiillendirici etkileri
tizerinde c¢alisirken gilinlimiizde bu maddelerin siirekli kullaniminda beyinde
olusturduklart degisikliklere ilgili ¢alismalar yogunlasmaktadir [3].

Bagimlilik, asir1 kullanim-intoksikasyon, cekilme-olumsuz duygulanim ve
zihinsel ugrasi-beklenti olarak ii¢ evreden olugsmaktadir. Siirekli tekrarlayan, zaman
icinde kotiilesen, beyin 6diil ve stres sistemleri ile yiiriitiicii islevlerde noroplastik

bozulmalarla seyreden degisimler goriilmektedir [1].
2.1.2. Madde Kullamim Bozuklugu

Bilissel, duygulanim ve davranigsal siireglerde farkliliklar olusturan,
bagimliliga yol acgabilen kimyasallar genel bir ifade ile “Madde” olarak
tanimlanmaktadir [4]. Ruhsal Bozukluklarin Teshis ve Istatistik El Kitabinin (DSM)
dordiincii baskisinda (DSM-1V) madde kullanimiyla ilgili bozukluklar; “Madde
Kullanim Bozukluklari” ve “Madde Kullanimina Bagli Olarak Ortaya Cikan
Bozukluklar” seklinde iki baslikta siniflanmaktadir. Madde kullanim bozukluklar1 da
“Madde Kétiiye Kullanimi” ve “Madde Bagimliligi” seklinde siiflandirilmaktadir[5].
DSM-IV’te madde kétiiye kullanimi ve madde bagimlilig iki ayri tani kriteri olmaktan
¢ikarilip “Madde Kullanim Bozuklugu” olarak tek tani altinda toplanmistir [6]. DMS-
5’¢ gore “Madde Kullanim Bozuklugu” tam kriterleri Tablo 2.1.’de verilmistir. Bir
yillik siire i¢inde belirtilen kriterlerinden en az ikisini karsilayanlar i¢in, madde

kullanim bozuklugu tanis1 konmaktadir [6, 7].



Tablo 2.1. Madde kullanim bozuklugu tan1 kriterleri [6]

Kriter*
1  Cogu kez, istenen miktardan daha fazla veya daha uzun siireli kullanim
2  Madde kullanimini sonlandirmak veya kontrol altina almak igin istek veya tekrar

eden sonug¢ vermeyen girisimlerin olmasi

3  Madde temin, kullanimi veya etkilerinden kurtulmak i¢in daha fazla zaman
ayirmak

4 Madde kullanimina kars1 agir1 istek, kendini zorlanmis hissetmek

5  Sosyal hayattaki yiikiimliilikklerini yerini getirememeye sebep olan tekrar tekrar
madde kullanim1

6  Madde etkilerinin arttirdig1 veya dogrudan sebep oldugu tekrarlayan kisiler arasi
veya toplumsal sorunla olmasina ragmen madde kullanimina devam etmek

7 Bazi 6nemli eglenme-dinlenme, toplumsal veya mesleksel etkinliklerinin madde
kullanim1 sebebiyle azaltilmasi veya birakilmasi

8  Tekrarlayan sekilde, tehlikeli olabilecek durumlarda madde kullanimi

9  Maddenin tetikledigi veya sebep oldugu, yineleyici veya kronik psikolojik yahut
fiziksel bir sorun oldugunu bildigi halde madde kullanimina devam etme

10 Tolerans
a. Istenilen etkiyi saglamak icin gecmise oranla hissedilir oranda artan miktarda
madde kullanma ihtiyaci
b. Madde kullanimina ayn1 miktarda devam edilmesine ragmen daha az etki elde
edilmesi

11 Yoksunluk
a. Sozi edilen maddenin kendine 6zgii yoksunluk sendromu
b. Yoksunluk belirtilerinden kurtulmak veya kagmak i¢in madde alimi

*2-3 olglit = hafif, 4-5 olgiit = orta, 6 ya da daha fazla 6l¢iit = agir derecede

Alinan madde, zamanla beyni etkileyerek bagimliligin olusmasina sebep
olmaktadir. Bu maddeler ilk alindiklarinda beynin 6diil merkezini uyararak kisinin
kendisini daha iyi hissetmesini saglamaktadir. Ilerleyen siiregte bu maddeleri almak
icin asirt bir istek duyulmakta, madde kullanimi kisi i¢in zorunluluk haline
gelmektedir. Artan doz ve siklikta madde alinmas: ile ilerleyen siiregte ise madde
alinmadig1 zamanlarda yoksunluk yasanmaktadir. Kisi, yoksunlugun kendisinde
olusturdugu olumsuz etkileri gidermek i¢in madde kullanmaya devam etmektedir [8].

Bugiine kadar yapilan arastirmalarin sonucunda en yaygin bagimlhilik yapan
maddeler siniflandirilmistir. DSM-5 ve Uluslararas1 Hastaliklar ve llgili Saglk
Sorunlar1 Siniflandirmasinin 10. revizyonunda (ICD-10) en yaygin bagimlilik yapan
maddeler alkol, kafein, kenevir, halisiinojenler, inhalanlar, opioidler, yatistiricilar,
hipnotikler ve anksiyolitikler, uyaricilar (amfetamin tiirevleri, kokain vb.), tiitiin ve

diger maddelerdir [7].



2.2. Yasakh Maddeler

Psikoaktif maddelerin yasal veya yasakli olup olmadiginin tanimlanmasi 200
y1l éncesine dayanmaktadir. iki yiiz y1l &ncesinden bugiine kadar tip bilimindeki
gelismeler, toplumsal ahlaki degisimler psikoaktif maddelerin kullanim amaglarinda
ve taleplerinde degisikliklere neden olmustur. Bu etkiler sonucu psikoaktf maddelerin
yasal ve yasakli olarak simiflandirilmast geregini dogurmustur [9]. Yasakli maddeler
elli y1l1 agkin siiredir uluslararasi1 anlagmalarla yasaklanmig tibbi amacla kullanilmayan
maddelerdir. Insanlarda uyusturucu, uyarici veya hipnotik etkileri bulunan ciddi saglik
ve sosyal sorunlara yol agmaktadir[10]. DMS-5’te psikoaktif maddeler “Madde ile
ilgili bozukluklar ve bagimlilik bozukluklari” bagliklart altinda on alt grupta
toplanmistir. Bu basliklar alkol, kokain, kenevir, haliisinojenler, inhalanlar, opioidler,
hipnotikler, uyaricilar, tiitiin ve diger maddelerdir [11].

Ulkemizde Ulusal Uyusturucu ile Miicadele Eylem Plan1 (2013-2015)
dogrultusunda ve 09.10.2013 tarih ve 28790 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan Tibbi
Laboratuvarlar Yonetmeligi Tibbi Laboratuvarlarin Calisma Esaslari”na uygun
diizenlemeler yapilmistir. Bu kapsamda, T.C. Saglik Bakanligi Saglik Hizmetleri
Genel Mudirliigii Tibbi Laboratuvar Hizmetleri Daire Baskanligi tarafindan
17.07.2014 tarih ve 2014/22 sayili “Yasadis1 ve Kétiiye Kullanilan Ilag ve Madde
Analizi Yapan Tibbi Laboratuvarlar ile Madde Bagimliligi Teshis ve Tedavi
Merkezlerindeki Tibbi Laboratuvarlarin Calisma Usul ve Esaslar1 Hakkinda Genelge”
yayimlanmigtir. Tibbi Laboratuvarlarin Calsma Usul ve Esaslari’nda Tiirkiye i¢in
madde taramasi amacli standart test paneli olarak belirlenen Begli Tarama i¢inde
amfetaminler, benzodiazepinler, esrar, kokain ve opioidler bulunmaktadir. Standart

test paneli ihtiyaglara gore genisletilebilmektedir.
2.2.1. Opioid Maddeler

Opiatlar terimi, hashas bitkisi olan Papaver somniferum'dan elde edilen dogal
alkaloidler (morfin, kodein, tebain, papaverin) igin kullanilmakta olup, bu bilesikler
SSS’de spesifik reseptorlerine baglanarak analjezik ve narkotik etkilere sahiptir.
Opioidler terimi ise, genis anlamda merkezi sinir sisteminde spesifik reseptorlere
baglanarak analjezik ve narkotik etkiler gésteren yapisal olarak opiatlara benzerlik

gosteren veya gostermeyen gesitli bilesikler i¢in kullanilmaktadir [12].



Opioidler endojen ve eksojen olarak iki grupta siniflandiriimaktadir. Endojen
opioidler enkefalinler, endorfinler, endomorfinler, dinorfinler bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Eksojen opioidler viicuda disardan verilen ve endojen opioidlerle ayni
reseptorlere baglanan bilesikleridir. Eksojen opioidler elde edilmelerine gére dogal,
yar1 sentetik ve sentetik olarak siniflandirilmaktadirlar (Sekil 2.1., Tablo 2.2.) [13, 14].
Insanlik tarihinin bilinen en eski sifali bitkilerinden biri olan Papaver somniferum ‘dan
giiniimiizde  narkotik  analjezikler ~olan morfin ve kodeinin  disinda

tetrahidrobenzilizokinolin tiirevi yaklasik seksen alkaloid tiretilmektedir [15].

Tablo 2.2. Opioid maddelerin sentezlerine gore siniflandirilmalari

Dogal Yari sentetik Sentetik
Morfin Eroin (Diamorfin) Fentanil
Kodein Dihidrokodein Metadon
Tebain Oksimorfon Propoksifen
Papaverin Hidromorfon Meperidin
Oksikodon Tramadol
Hidrokodon Pentazosin
Buprenorfin Levorfanol

Morfin ilk olarak 1800 yillarinin baslarinda eczacit Friedrich Sertiirner
tarafindan Papaver somniferum'dan izole edilmistir [16]. Fenantren ¢ekirdegindeki 3
numaralt karbona bagli alkolik hidroksil ve etamin kopriisiine bagli metil kokleri
igeren bir formiile sahiptir (Sekil 2.1. A). Morfindeki hidroksillerin yerine farkli yan
zincirler getirilmesi ile yeni maddeler meydana gelir [17].

Etilmorfin karacigerde etilmorfin-N-demetilaz enzimi tarafindan morfine
metabolize olan gii¢lii bir narkotik analjezik ve antitussif ilagtir [18].

Kodein molekiilii de Papaver somniferum' dan elde edilmektedir. Kodein (3-
Metilmorfin) morfinin  fenolik  hidroksil grubunun metillenmesi ile de
sentezlenebilmektedir (Sekil 2.1. A) [19]. Kodein, karacigerde endoplazmik retikulum
enzimleri tarafindan metabolize edilir [20]. Dihidrokodein kodeinin yar1 sentetik bir
tirevidir [21].

Eroin ilk olarak morfine morfine alternatif bir anestezik olarak 1898’de
tiretilmistir [22]. Bir siire kullanildiktan sonra morfinden daha yiiksek bir seviyede
bagimlilik seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir. Eroin (Diasetil Morfin) morfin

molekiiliiniin asetillenmis halidir (Sekil 2.1. B). Karacigerde ¢ok hizli olarak 6-



monoasetilmorfine (6-MAM) metabolize olur. 6-MAM da hidrolize ugrayarak
morfine donisiir [23].

Tramadol merkezi sinir sistemi tizerinde etkili olan opioid dzellikler gosteren
sentetik ve analjezik bir ilagtir. Her biri farkli etkiye sahip enantiomerlerinin bir
karisimi halinde bulunan tramadol, kodeinin sentetik bir 4-fenilpiperidin analogudur
[24]. 1lk kez 1962°de sentezlenmis, kullanim igin 1995°de Amerikan Gida ve ilag
Dairesi’nin (FDA) onay1 alinmistir [25]. Yaygin olarak ameliyat sonrasi, kanser
agrilarinda, néropatik agr1 tedavilerde kullanilir (Sekil 2.1. C) [26].

Opioidlerin gii¢lii analjezik etkileri vardir. Hepsinin az veya ¢ok bagimlilik
yapma potansiyeli vardir. Analjezik etkileri SSS yoluyla olusmaktadir [27]. Tibbi
olarak agrinin nedenine bakilmaksizin kanser agrilarinda ve cerrahi sonrasinda
kullanilmaktadir.

Endojen opioid mekanizmasi B-endorfin, enkefalin, dinorfinler olmak tizere ti¢
peptit ve p (MOR), 6 (DOR), « (KOR) olmak iizere ii¢ reseptorden olugmaktadir
(Tablo 2.3.) [28]. Bu reseptorlerin hepsi G proteinlerine bagl reseptorlerdir.

Opioid reseptdrler ve onlarin endojen ligandlar1 agr1 diizenlenmesi bagta olmak
tizere periferik dokularda ve SSS’de genis bir dagilim gostermektedir. Endojen opioid
mekanizmas1 supraspinal, spinal, periferal analjezi ve madde bagimliligiyla iligkili
0diil, duygu diizenlenmesi ve de stres yanit mekanizmalarinda 6nemli role sahiptir
[29]. Bu reseptorler ¢cok farkli fonksiyonlar iiretseler de aktivasyon sonrasi benzer

hiicresel tepkiler gosterirler.
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Sekil 2.1. Yasakli maddeler ve iliskili bilesiklerin yapilari.A. Dogal opium
alkaloidleri: Morfin ve kodein; B. Yar1 sentetik opiatlar: Eroin, hidrokodon,
hidromorfon, oksikodon ve oksimorfon; C. Yarisentetik opiatlar: Metadon,
propoksifen, fentanil, tramadol, ve meperidin; D. Opioid antagonistleri ve
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Sekil 2.1. (Devami) Yasakli maddeler ve iliskili bilesiklerin yapilari. E. Kokain ve
tirevleri: Kokain, ben20|lekgon|n ve kokaetilen; F. Benzodiazepinler: diazepam ve
nordiazepam; G. Esrar: A° THC; H. Amfetaminler: Amfetamin, metamfetamin,

MDMA, MDA, MDEA ve MBDB
pregabalin [12, 30].

| Gabapentinoidler: GABA, gabapentin, ve
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Tablo 2.3. Opioid reseptorleri ve afiniteleri [31, 32]

OPiOIDLER 1 (MOR) 3 (DOR) k (KOR)
Endojen Opiodler
B-endorfin +++ + +
Enkefalinler ++ +++ -
Dinorfinler ++ + +++
Eksojen Opioidler
Agonist
Morfin +++ + +
Petidin ++ + +
Metadon +++ - -
Fentanil +++ + -
Kismi/Segici Agonist
Buprenorfin (+++) - XX
Nalorfin XX - (++)
Antagonist
Nalokson XXX X XX
Naltrekson XXX X XXX

+= agonist aktivite ()= segici agonist aktivite; x= antagonist aktivite; -=zayif veya olmayan aktivite

Opioid reseptorleri, yedi transmembran gegisli hiicre iginde G proteinleri ile
iliskili  “G-protein eslenik” reseptorlerdir (Sekil 2.2.) [28]. G-protein eslenik
reseptorler efektor proteinlere dogrudan iletim yerine G-protein araciligi ile sinyal
iletmektedirler. Opioid ligand baglayan reseptorler inhibitér G-proteinler olan G.-
protienlerle esleniktir. Bir opioid agonistin (endojen veya eksojen), reseptoriin
transmembran kismindaki ekstraseliiler N-terminal domaine baglanmasi reseptoriin
intraseliiler C-terminalinde bulunan Gia. proteinde GDP ile GTP yer degistirmesine
sebep olur. Klasik bir opioid agonistinin Gi.protein reseptoriine baglanmasi, adenilil
siklazin inhibisyonu ile sonuglanir. Bu da hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat
(CAMP) seviyelerinde bir azalmaya sebep olur. Ayni zamanda, bu baglanma
sonucunda G-protein den ayrilan Ggy alt birimlerinin igeri dogrultucu potasyum
kanallart  olan GIRK  kanallarinin  aktivasyonu sonucunda  ndoronlarin
hiperpolarizasyonuna yol agar. Ayrica, N-tip voltaj kapili kalsiyum kanallar1, opioid
agonistlerle uyarilan Gi-protein iligkili reseptor beta gama alt biriminin énemli bir
hedefidir. Bu etkilesimler potasyum iletkenliginin aktivasyonunu ve kalsiyum
iletkenliginin inhibisyonunu saglar. Tim bu degisikliklerin net etkisi, hiicre ici
cAMP’nin azalmasi, hiicrenin hiperpolarizasyonu ve noéronal hiicreler i¢in azaltilmis

norotransmitter salinimidir [33].
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Sekil 2.2. Opioid reseptdr yapt ve mekanizmasi. Yedi transmembran gecisli G-
proteinine bagli opioid reseptoriiniin aktivasyonu, hiicre ici sinyal yolaklar1 araciligi
ile noéronlarin hiperpolarizasyonuna, ndrotransmiter saliniminda azalmaya ve hiicre i¢i
cAMP diisiistine neden olur (Kaynak [28]’den yararlanilmistir)
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Bir opioidin etkisi reseptorlerinin herbiri {izerindeki aktivitelerine baglidir.
Opioidler, reseptorler iizerinde agonist, kismi/segici agonist veya antagonist olarak
etki gosterirler (Sekil 2.3. ve Tablo 2.3.). Agonist, baglandig1 reseptorii aktive eder.
Antagonist, reseptorii aktive etmeden baglanir. Segici agonist, tek basina agonistik

etkili iken, bir agonist ile kullanildiginda antagonistik etki gosterir [34].

A UK)Q B. 888 & DD

Analjezi Solunum Analjezi Solunum

depresyonu

Solunum

dep&reggm & M Ofori
A :

Artmis intrensek aktivite Hafif veya secici intrensek aktivite Aktivite yok

depresyonu

Sekil 2.3. Opioid agonist, segici agonist ve antagonistlerinin reseptor yanitlari.
A: Opioid agonist; B: Opioid segici agonist; C: Opioid antagonist (Kaynak [35] den
yararalanilmistir)

2.2.2. Kokain

Kokain, ilk kez 1859 yilinda Albert Niemann adli Alman kimyager tarafindan koka
bitkisinin (Erythroxylon coca) yapraklarindan sentezlenmistir [36]. Metabolize
edilmesi sonucunda metil grubunu kaybederek ana metaboliti olan Benzoilekgonin
(BEG) olusur. BEG kokainin kimyasal hidrolizi ile olusurken, kokain ve alkoliin
beraber kullanim1 sonucu kokaetilen metaboliti olusur (Sekil 2.1. E). Lipofilik yapida
olan kokaetilen kokaine gore metabolizma i¢in daha toksiktir [37]. Herhangi bir
mukozadan emilim yoluyla viicuda alinabilen kokain SSS’de toksik etki gosteren bir
alkoloiddir [38].

Kokain periferik sinir sisteminde voltaj kapili sodyum kanallarini inhibe eder.
Boylece aksiyon potansiyellerinin baslatilmas1 ve iletilmesini engeller. Kokain
merkezi sinir sisteminde ilgili tastyicilari ile dopamin, noradrenalin, serotonin alimini
engeller ve bu etkisi ile bagimlilik yaptig1 diisiiniilmektedir. Bugiine kadar spesifik bir
antagonist tespit edilememistir. Bagimlilik tedavi gelistirme calismalar1 devam

etmektedir [39].
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2.2.3. Amfetaminler

Feniletilamin kimyasal yapisindan tiireyen uyarici ve halusinojenler genel olarak
amfetaminler olarak adlandirilir (Sekil 2.1.-H) Amfetamin tipi maddelerin hem
merkezi hem de periferik sinir sistemi tizerinde uyarici etkisi vardir [40].Merkezi sinir
sisteminde dopamin, serotonin ve noradrenalin gibi hiicre dist monoamin
norotransmitterlerin sinaptik etkinligini arttiran maddelerdir [41]. Amfetamin grubu
maddeler tibbi olarak narkolepsi, obezite, dikkat eksikligi ve hiperaktivite tedavisinde
kullanilmas1 yan1 sira 1990’lardan sonra popiiler hale gelmis sentetik bir bagimlilik
yapicidir. Amfetamin tiirevleri, tablet formlarinda “ekstazi” adi ile piyasaya
sunulmaktadir. En ¢ok kullanilan tiirevler metamfetamin, 3,4-Metilendioksiamfetamin
(MDA), 3,4-metilenedioksi-N-metilamfetamin  (MDMA), 3,4-Metilendioksi-N-
etilamfetamin (MDEA), 1,3-Benzodioksolil-N-metilbiitanamin (MBDB) dir.

2.2.4. Benzodiazepinler

Benzodiazepinler 1959 yilinda klordiazepoksid ile benzer farmakolojik yapiya
sahip ilaglarin gelistirilmesi ile elde edilmislerdir. Epilepsi, uykusuzluk, anksiyete
bozukluklar1 ve alkol kesilmesi gibi tedavilerde kullanilmaktadirlar. Benzodiazepin
terimi yedili dizepin halkasina kaynasmis bir benzen halkasi ve diazepin halkasinin 5
konumuna bagli bir fenil halkasindan olusan yapinin genel ismidir (Sekil 2.1.-F) [42].

Uzun siireli benzodiazepin grubu ilag kullanmak bagimlilik riski olusturmaktadir [43].
2.2.5. Esrar

Kannobinoidler ~ Cannabis  sativa  bitkisinden = kdken  almaktadir.
Kannobinoidlerin kullanim1 c¢ok eski tarihlere dayansada farmakolojik etki
mekanizmalarinin anlagilmasi son zamanlardaki ¢alismalar 1s1ginda ortaya ¢ikmustir
[44]. Bitkinin 100°den fazla bileseni tespit edilmistir. Ana psikoaktif bileseni A°-trans
tetrahidrokanabinol (THC) dir (Sekil 2.1.-G) [45]. Baglandiklar1 reseptorler CB1 ve
CB2 olarak adlandirilmigtir THC bu reseptorlere baglanarak psikoaktif etkiler
gostermektedir [46]. Genel kullanim yolu sigara kagidina sarilip dumanin solunmasi

seklinde olmaktadir. Duman inhalasyonu ile hizli bir sekilde akcigerlerden emilir.
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A®-trans tetrahidrokanabinol ve metabolitleri plazma proteinlerine baglanir ve hizlica

dokulara dagilir. Sonra karacigerde metabolize edilir [47].
2.2.6. Iliskili Diger Bilesikler

OKB hastalarinda suistimali en ¢ok goriilen madde grubundan biri de
gabapentinoidlerdir (Sekil 2.1.-1). Gabapentinoidler, glutamat ve noradrenalin
ndrotransmitterlerin salimminmi azaltarak etkilerini gosteren antiepileptik bir ilag
gubudur. Gabapentinoidler, gama-aminobiitirik asit (GABA) analogu olan bir
antiepileptik ilag grubu olup GABA’ya doniismezler, GABA alimi ve yikimini
degistirmezler ve reseptorlerine baglanmazlar [48]. Mekanizmasi tam aydinlatilmamis
olmakla beraber, néron son-uglarinda depolarizasyona bagl kalsiyum akisini azalttigi
gosterilmistir [49]. Gabapentinoidlerin kotilye kullaniminin mekanizmasi heniiz
aciklanamamis olmakla birlikte 6forik ve disosiyatif etkilerinin kotiiye kullanimim
arttirdigr diistiniilmektedir. Kotiiye kullaniminin artmasi sebebiyle 2020 yilinda
FDA’nin “Kontrollii Kullanilmas: Gereken Maddeler V™ listesine girmistir [50].

Bir gabapentinoid olan gabapentin, ilk olarak Japonya’da kas gevsetici ve
antispazmodik olarak gelistirilmis ancak daha sonra antiepileptik olarak kullanilmaya
baglanmistir [51]. Gabapentin lipofilik siklohekzan halkasina kovalent bagli GABA
molekiiliinden olusmaktadir [23].

Bir diger gabapentinoid olan pregabalin, kan beyin bariyerini gegebilmesi i¢in
GABA yapisina alifatik yan zincir eklenmesiyle olusturulan lipofilik bir ilagtir [52].
Pregabalin, epilepsi, anksiyete ve noropatik agri durumlarinda kullanilmaktadir,
bilinen bir ilag etkilesimi yoktur [53]. Pregabalinin ayrica benzodiazepin ve opioid
detoksifikasyonunun yoksunluk fazinin belirtilerinin azaltilmasinda da kullanimi
mevcuttur [54]. Plazma proteinlerine baglanmaz, ¢ok az oranda metabolize edilerek
bobreklerden atilir. Bu yiizden, kullanim sonras1 bobrek fonksiyonu normal kisilerde

idrarda 5-6 giin siiresince tespit edilebilmektedir [55].
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2.3. Opioid Kullanim Bozuklugu ve Tedavi Yaklasimlari
2.3.1. Opioid Kullanim Bozuklugu

Opioid kullanim bozuklugu (OKB) biyopsikososyal bir bozukluktur. Maddenin
kullanilmaya bagslanmasi, kullanimin siirdiiriilmesi ve birakildiktan sonra tekrar
baglanmas1 gibi etkilerle siiren bir bozukluktur. Farmakolojik, sosyal, genetik,
cevresel, ailesel ve kisilikle ilgili faktérler OKB’nda opioid kullaniminin siirekli hale
gelmesinde en 6nemli faktorlerdir [56].

Diinya Uyusturucu Raporu’na (2019) goére tibbi veya tibbi olmayan sebeplerle
opioid kullanan kisiler degerlendirildiginde, 2017 yilinda tiim diinyada 53,4 milyon
opioid kullanicisi oldugu tahmin edilmektedir. Bolgesel agidan karsilastirildiginda
%4 oranla en yiiksek kullanim Kuzey Amerika’dadir. Ayrica madde kullanimina bagh
oliimlerin % 66’s1 opioid kullanimi sebeplidir [56].

Opioid kullanim yayginligi cinsiyet ve yas ile degismektedir. Hem tibbi amagh
hem de tibbi amagli olmayan opioid kullaniminda en biiyiikk oran 18-25 yas
arasindadir. Giderek kullanima baslama yasinda disiis goriilmektedir [57]. Erkeklerde
opioid kullanimi ve asir1 doz daha fazla orandadir. Kadinlarda ise regeteli opioid
kullanim siklig1 daha fazladir [58]. Ulkemizde 2019 Tiirkiye Uyusturucu Raporu’na
gore, uyusturucu kaynakli olay sayist bir dnceki yila gore %22,23 oraninda artmuistir.
Yine bu rapora gore, tedavi goren hastalar aldiklar1 maddelere gore incelendiginde
eroin kullaniminin %62,1 ile en fazla oldugu goériilmiistiir [59].

Opioid kullanim bozuklugu, kompleks mekanizmalar sonucunda noronal
sistemde bagimliliga, asir1t madde istegine ve siirekli madde kullanimina sebep olan
bir beyin hastaligidir. Opioidlerin asil etkisi p (MOR) reseptorleri ile beyin “6diil”
mekanizmalar1 {izerindendir [60].

OKB’na sebep olan opioidlerin neredeyse tamami p (MOR) resept6r agonistidir
(Tablo 2.3.). Bu agonistler santral sisteminde bulunan reseptorlere baglanarak analjezi,
solunum depresyonu, Ofori, miyozis gibi etkiler olusturur. Morfinin tekrarh
kullanimlar1 sonucunda bu etkilere karsi tolerans gelisse de bir siire sonra fizyolojik

bagimlilik olusur [61].
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2.3.2.  Opioid Kullanim Bozuklugu Tedavileri

Diinyada ve iilkemizde OKB tedavisinde temel iki farmakolojik yaklasim
bulunmaktadir. Bunlardan ilki “yerine koyma” olarak tanimlanan agonist ilaglarla
yapilan tedavidir. Ikincisi ise son yillarda kullanimi artan ana bilesen olarak
naltreksonun kullanildig1 antagonist tedavidir. Tedavide psikososyal miidahalelerin
etkileri yadsinmayacak diizeyde olsa da bir farmakolojik tedavi eklenmeden

yiiriitiildiiklerinde bu miidahalelerin tek basina etkili olmadiklar1 saptanmustir [62, 63].
2.3.2.a. Agonistik Tedaviler

Yerine koyma tedavisi olarak da ifade edilen agonist tedavi yaklagiminda
buprenorfin ve metadon gibi opioid agonist ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar madde
¢ekilme ve yoksunluk semptomlarini baskilamak, diger opioidlerin etkilerini bloke
ederek kullanimlarin1 azaltmak amaglar1 ile kullanilmaktadir. Yerine koyma
tedavilerinin basarisi ile ilgili kanit diizeyi yiiksektir ve hali hazirda bu tedaviler altin
standart olarak kabul edilmektedir [64]. Metadon 1947 yilinda FDA tarafindan
oncelikle analjezik ve antitussif kullanimi i¢in ve 1970 yilinda opioid bagimlilik
tedavisi i¢in onaylanmistir [65]. Piir p (MOR) reseptor agonisti olan metadonun
tilkemizde kullanim izni bulunmamaktadir. Ulkemizde opioid kullanim bozuklugu
tedavisinde kullanilan buprenorfin/nalokson kombinasyon preperatt 2009 yilinda
ruhsatlandirilip kullanilmaya baslanmistir. Uygun doz ayarlandiginda opioid
yoksunlugunun 24 saat boyunca ortaya ¢ikmasini1 dnlemektedir.

Yerine koyma tedavilerinde kullanilan ilaglarmm da kotiye kullanim
potansiyeline sahip olmasi ve mevzuata iliskin zorluklar tedavinin genis kitlelere
ulagsmasina engel teskil etmektedir. Bu tedavilerdeki temel sorun agonistik ilaglarin
opioidler ile ayni biyolojik etkiyi gostermesinden kaynakli, bagimlilik ile ilgili
ndrobiyolojik siireclerin siirmesi ve yillar boyunca bagimliligin devam etmesidir. Bu
tedavilerde, sadece %30-50 uyum saglanmakta ve bu hastalarin sadece %10’unda
tedavi tamamlanabilmektedir [66]. Kesilme belirtileri, madde istegi ve arama davranisi
gibi semptomlara neden olan tiim biyolojik siiregler yerine koyma tedavilerinde
devamliligini siirdiirmekte [67] tedavi aksamasi nedeniyle relaps goriilebilmektedir
[60].



17

Buprenorfin, tebainden iretilen kismi p (MOR) reseptor agonistidir [68].
Norbuprenorfin, buprenorfinin karacigerde glukronidasyonu sonucu olusan baslica
metabolitidir. Nalokson tam bir opioid antagonisti olup, giiniimiizde acil servislerde
opioid zehirlenmelerinde kullanilmaktadir.

Metadon bir u (MOR) reseptor agonistidir ve opioid kullanim bozuklugunda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, Tirkiye’de kullanim izni bulunmamaktadir.
Metadon tipik olarak oral yolla alinan bir tedavi segenegidir. Metadon, opioid bagimli
hastalarda p (MOR) reseptoriine eroin veya fentanilden daha uzun siireli baglanarak
madde alma istegini ve kesilme belirtilerini azaltmaktadir [69]. Metadonun, opioid
bagimlilarii asir1 doz Olimlerinden kurtaran O6nemli bir tedavi segenegi oldugu
bildirilmektedir [70]. 2-Etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin (EDDP) metadonun
demetilasyonu sonucu olusan ana metabolitidir. Metadonun biiyiik bir kismi
degismeden atilsa da, EDDP metabolitinin Ol¢limii bagimlilik tedavisinin
uyumlulugunu takip i¢in metadon maddesi ile birlikte analitik olarak degerlendirilmesi

tam kanit saglamasi agisindan 6nem tasir [71].
2.3.2.b Antagonistik Tedaviler

Antagonistik OKB tedavisi opioid maddelerin baglandigt p (MOR)
reseptorlerine tam antagonistik afinite ile baglanarak opioidlerin etkilerini engelleyen
naltrekson ile yapilmaktadir. Naltrekson 1965 yilinda bulunan, 1984 yilinda ABD’de
ilk olarak alkol bagimlilig1 i¢in kullanimina izin verilen bir ilagtir. Alkol ve opioid
kullanim bozuklugu tedavisinde kullanilan naltreksonun oral, kas i¢i ve cilt alt1 implant
uygulamalar1 bulunmaktadir [72]. Serum naltrekson diizeylerinin 2 ng/mL civarinda
olmasi ile opioid alim etkilerini engelledigi ve hastanin madde kullanimimin bir
etkisinin kalmadig belirlenmistir. [73]. Naltreksonun agonistik ilaglara gore en biiyiik
avantaj1 tedavi sonlandirildiginda kesilme belirtilerinin goriilmemesi ve kendisine ait
bir bagimlilik potansiyelinin olmamasidir [74]. Glinliik diizenli kullanim gerekliligi ve
OKB hastalarinda uyum sorunu yasanmasi naltreksonun kisa etkili oral tablet
formunun dezavantajidir. Tedavi basarisinin, diizenli kullanimla dogru orantili oldugu
caligmalarla gosterilmistir [67]. Bu zorluklar1 asmak i¢in uzun etkili formiilasyonlart,

kas ici ve cilt alt1 implant uygulamalar1 gelistirilmistir.
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2.4. Opioid Kullanim Bozuklugunda Yasakh Madde Analizi

OKB teshisinin konmasinda, tedavi baslangicinda ve izleminde madde analizi
yapilmaktadir. Bu analizler tanida, tedavinin baglangicinda ve idamesinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Yeni hasta saptanmasinda tarama analizleri 6nemli olmakla beraber
tedavide hastanin uyumunun takibi agisindan madde analizlerinin yapilmasi gereklidir
[75].

Madde analizinde oncelikle numunede belirli bir bilesigin veya bilesik grubunun
olup olmadiginmi sistematik olarak Ol¢en bir tarama yontemi kullanilir. Giintimiizde
tarama analizleri i¢in yaygim olarak immiinolojik yontem kullanilmaktadir. Immiin
yontemde yanlis pozitif sonuglari onlemek amaci ile dogrulama analizlerine
bagvurulmaktadir [76]. Dogrulama yontemi olarak GS-MS veya LC-MS/MS
kullanilmaktadir. Glinlimiizde yasakli madde analizi i¢in idrarda genis panellerde
LC-MS/MS gibi yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrometrik analizler 6nerilmektedir
[77].

Hastanin tedavi baslangicinda madde kullanimimin olmadiginin saptanmasi,
OKB tedavisi i¢in verilen ilaglara uyumunun izlenmesi, tedavi siirecinde opioid ve
diger yasakli maddelerin kullanim durumunun degerlendirilmesi a¢isindan rastgele ve
aralikli olarak idrar numunelerinde madde analizi yapilmasi gerekmektedir [75].
Immiin yontemler ve hasta bas1 analiz ydntemleri panel olarak tarama yapilabilmesi,
hizl1 sonug alinabilmesi, kolay erisilebilir olmalar1 gibi avantajlara sahip olmakla
birlikte opioidleri birbirinden ayiramamakta, farkli bilesiklerle pozitif veya negatif
interferans gosterebilmektedirler [78]. Ote yandan, LC-MS/MS yéntemi ile madde
analizleri maliyetli, deneyimli bir laboratuvar alt yapisina gereksinim duymakla
beraber tiim opioidleri ve tedavi amagl kullanilan maddeleri ayirt edebilmekte ve daha

duyarli olarak saptayabilmektedir.
2.4.1. Hasta Bas1 Testler

Yasakli madde analizinde kullanilan hasta basi test cihazlarn
immiinokromatografik prensibe gore calismaktadir. Kart test olarak da
adlandirilmaktadir. Hasta basinda Ol¢timiin klinik karari etkilemesi bekleniyor ise

tercih edilmektedir.
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Immiinokromatografik kart testlerin {istii plastik bir parca ile kapalidir. Agikta
sadece bir damlatma alani ve gézlem alani bulunmaktadir. Damlatma alaninin altinda
sivi tutma kapasitesi yiiksek bir ped bulunmaktadir. Buraya damlatilan numune
konjugasyon pedine dogru kapiller akim kuvveti ile ilerler. Konjugasyon pedi antikor
ile kaplidir ve numune i¢indeki madde antikor ile reaksiyona girerek bu konjugatlarin
salinmasina neden olur. Bu saliman konjugatlar pede temas eden nitroseliiloz
membrana dogru ilerler. Nitroseliiloz membranin ilk kismi kapalidir. Ilerleyen
kisminda test ¢izgisi ve kontrol ¢izgisi vardir. Kapiller akim kuvveti ile test ¢izgisi ve
kontrol ¢izgisinde gerekli reaksiyonlar gerceklesir ve sonunda test ¢izgilerinde renk
degisimi ile sonug¢ olusur. Tiim bu olaylar 1-2 dk ic¢inde gerceklesir [79]. Renk
degisimi yani olusan ¢izgi test iretim teknigine gore pozitif veya negatif
degerlendirilir.

Kart testlerin iiretim maliyetinin diisiik olmasi, analizin hastanin yaninda
yapilabilmesi, analizin kolay uygulanabilmesi, uzman personel olmadan gozle
degerlendirilebilmesi gibi avantajlari bulunmaktadir [80]. Dezavantajlar1 ise
sonuglarin kantitatif olmamasi, yanlis degerlendirmelere agik olmasi, kanit olarak

kullanilamamas: ve kisitli sayida maddenin degerlendirilebilmesidir.
2.4.2. Immiinolojik Yéntemler

Immiinolojik yontemler, biyolojik matrikste yer alan protein veya kimyasal
maddenin tayini i¢in, antikor 6zgiilliigiinii kullanarak yapilan dl¢timlerdir. Yontemin
amact antikor ve antijen arasindaki baglanmanin ve baglanmamanin arasinda
farklihgin tespitidir. immiinolojik yontemin en &nemli 6zelligi, ilgili antijen ile
kompleks olusturma yetenegine sahip spesifik antikorlarin kullanilmasidir [81].

Madde analizinde yaygin olarak kullanilan homojen immiinolojik yontem
floresan polarizasyon immiinolojik yontemi (FPIA), enzim ¢ogaltilmis immiinolojik
yontemi (EMIT), klonlanmis enzim dondr immiinolojik yontemi (CEDIA) ve
mikropartikiillerin kinetik etkilesimi (KIMS) yontemleridir [82].

Immiinolojik yéntemlerde belirli madde gruplari i¢in sinirh 6zgiilliik s6z konusu
oldugu i¢in benzer madde gruplar pozitif test sonucuna neden olabilmektedir. Bu

nedenle, tarama amagcli kullanilan immiinolojik yontemlerde alinan pozitif sonuglarin
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daha kesin analiz yapan yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir. Dogrulama
analizleri icin GC-MS ve LC-MS/MS analizleri kullanilmaktadir.

Hizli sonug¢ alinmasi, orta diizeyde personel deneyimi ve yatirim maliyeti
gereksinimi olmasi avantajlaridir. Immiin yontemlerde kullanilacak antikorlarin
gelistirilmesi i¢in zaman gereksinimi vardir. Bu nedenle kisithi sayida madde gruplari

analiz edilebilmektedir.
2.4.3. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimin bilesenlerinin iki farkli ortama relatif ilgilerinin
farkliligina gore ayrilmasini saglayan tekniktir. Yontemde temel bilesenler; numuneyi
tagityan hareketli faz (sivi veya gaz), hareketli fazin aktig1 sabit faz, sabit fazi tutan
kolon ve ayrilan bilesiklerdir. Bunlarin iginde ince tabaka kromatografi (Thin Layer
Chromatography; TLC), yiiksek performansli sivi kromatografi (High Performance
Liquid Chromatography; HPLC), sivi kromatografi-sirali kiitle spektrometri (Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry; LC-MS/MS), gaz kromatografi-kiitle
spektrometri (Gas Chromatography Mass Spectrometry; GC-MS) bulunmaktadir.
Glinlimiizde, bu yontemler icinde TLC ve HPLC uzun numune hazirlama prosediirii,
uzun analiz siiresi, bakilabilecek madde sayisinin az olmasi gibi dezavantajlar1 nedeni
ile tercih edilmemektedir. Kromatografik yontemler i¢inde yer alan daha sofistike
yontemler olan LC-MS/MS ve GC-MS ile tanimlanmis biitiin madde ve ilaglar
taranabilmektedir. Diger yontemlerde taranmasi miimkiin olmayan pek ¢ok maddenin
taranabilmesi en biiyiik avantajlarindan olup kalitatif ve kantitatif analizler
miimkiindiir Ancak, yatirnm maliyetlerinin yiiksekligi, ileri diizeyde deneyimli
personel gereksinimi ve hizli sonug alinamamasi dezavantajlaridir [83].

Kiitle spektrometri (MS), numuneyi iyonlastirip olusan iyonlar1 kiitle/ytik (m/z)
oranina gore ayristirarak kaydeden cihazdir. Kiitle spektrometri sistemi numune girisi,
iyonizasyon kaynagi, kiitle analizorii, iyon dedektorii ve veri analiz sistemi olmak
izere bes ana bilesenden olusur (Sekil 2.4.).

Numunelerin MS 6ncesinde kromatografik yontemlerle (GC, LC gibi) ayrilmasi
gerekmektedir. Bu ayirma islemiyle sistemin 6zgiilliigii ve duyarligr arttirilir. Gaz
kromatografik (GC) ayirma yontemi ugucu veya ucucu hale getirilebilen bilesiklerin

ayrilmasinda kullanilir [84]. Sivi kromatografik (LC) ayirma yontemi ¢Oziinmiis
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bilesiklerin hareketli siv1 faz ile durgun faz arasinda segici olarak dagilmasi ilkesine

dayanir [12].

Vakum Sistemi
ontrol
Ornek Girisi | iyonizasyon KiitleAyrimi Dedektor —|
GC El/CI MS Elektron Ka"titatif_
LC ESI/APCI Quad, Coklayici Tek analit
Solid MALDI/SELDI lon trap Foto- qulu_analit
MS/MS goklayici Kalitatif
TOF Profil
MS/TOF
FTMS

Sekil 2.4. Kiitle spektrometri bilesenleri [85]

Madde analizlerinde GC-MS yontemi altin standart metot olmasina ragmen
yiiksek maliyetli zaman alict numune hazirlama basamaklar1 ve uzun analiz siiresi gibi
dezavantajlara sahiptir.

Uygun numune hazirlik prosediirleri ile belirlenen sayida maddenin tek bir
numunede taranabildigi, kantitasyon kabiliyeti daha yiiksek olan LC-MS/MS
yonteminin ¢esitli avantajlart bulunmaktadir. Bu yontemin GC-MS yontemine gore
avantajlari daha hizli ve basit numune hazirligi, polar ve ugucu analitler ile
uyumlulugu, ¢alisma zamanin daha kisa olmasi, yiiksek analit segiciligi ve kantitatif
sonu¢ alinabilmesidir.

Kiitle spektrometrilerde bir numuneye oncelikle uguculuk kazandirilir, sonra
yiiklii molekiiler iyonlar ve pargaciklar olusturmak igin iyonize edilir. Iyon kaynagi
iyonizasyonu saglayan mekanik cihazlardir. Iyonizasyon ¢ok énemlidir. Maddelerin
ozelliklerine gore iyonizasyon kaynagi segilmelidir. Iyonizasyon igin elektron
iyonizasyon (EI), kimyasal iyonizasyon (ClI), elektrosprey iyonizasyon (ESI) veya
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kullanilmaktadir (Tablo 2.5.). Madde

analizi taramalar1 ve sivi fazdaki numune analizi i¢in yaygin olarak elektrosprey
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iyonizasyon (ESI) teknigi kullanilmaktadir. ESI, iyonlarin analize tabi tutulmadan
once c¢ozeltiden gaz fazina gecisine yardimei olmak i¢in elektrik enerjisini kullanir

[86].

Tablo 2.4. Kromatografi i¢in iyonizasyon kaynaklari

Iyon Kaynag Ozellikleri

El (Elektron iyonizasyon) GS-MS’te yaygin kullanim
Kiigiik molekiiller i¢in (500 Da)

ESI (Elektrospey iyonizasyon) Polar ve bazik bilesikler igin
(70000 Da-200000 Da)

APCI (Atmosferik basigta Nonpolar bilesikler igin
kimyasal iyonizasyon) 1000 Da’dan biiyiik bilesikler i¢in

Gilintimiizde, kuadrupol en yaygin kullanilan kiitle analizoriidiir. Gergek m/z
Olglimii, gaz faz1 iyonlarinin kiitle analizoriine gegmesi ile gerceklesir. Kuadrupolde
bulunan dort ¢ubuk iki set halinde gapraz olarak diizenlenerek olusturdugu elektriksel
alan ile sadece se¢ilmis olan M/z oranina sahip iyonlarin analizoérden gegerek dedektore
ulasmasin1 saglar [87]. Iyonlar analizérden gegtikten sonra elektron cogaltict olarak
kullanilan dedektore ulasir. Yiiklii parcaciklarin dedektér membranina c¢arpmasi
sonucu elektron salinimi gergeklesir. Her ¢arpisma sonucu olusan akim dijital sinyal
olusturur ve dedektore ulasan sinyal yogunlugunun zamana bagli degisimi iyon
kromatogrami olarak kaydedilir [88].

Tandem MS’ler (MS/MS) ile daha biiyiik bir secicilik ve daha diisiik saptama
limitleri elde edilmektedir. En yaygin MS/MS formu seri halinde ii¢ kuadrupolii baglar,
ticlii kuad (“triple quad”) olarak adlandirilir. Genellikle her bir kuadrupoliin ayr1 bir
fonksiyonu vardir. Uygun bir iyonizasyon yontemini takiben ilk kuadrupol (QI, MS1),
onceden belirlenmis bir m/z aralig1 boyunca tarama yapmak ve ilgili bir iyonu segmek
icin kullanilir. Bu se¢ilen madde ikinci kuadropolde (Q2, ¢arpigsma hiicresi) azot gazi
ile parcalanir ve fragmanlarina ayrilir. Analizorden ilk gegen Onciil iyon “ana iyon”
ve parcalanmas sirasinda olusan iyonlar, “yavru iyonlar” olarak adlandirilir. Ugiincii
kuadrupol (Q3, MS2), Q2’de meydana getirilen yavru iyonlar1 analiz etmek i¢in
kullanilir. Ugiincii kuadropolde (Q3) fragmanlar ayn1 hiza getirilerek dedektdre
yollanir. Yiikli olan partikiillerin dedektore carpmasi sonucunda elektron salinimi

gerceklesir ve garpma sonucu sinyal olusur. Olusan sinyalin yogunlu§unun zamana
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bagl degisimi ile iyon kromotogrami kaydedilerek tam bir tarama spektrumu iiretilir
[89].

Alternatif olarak, belirli hedef analitleri izlemek i¢in spesifik kiitleler se¢ilebilir,
secilmis iyon izleme (selected ion monitoring, SIM) olarak adlandirilir.

Boylelikle tam bir yavru iyon taramasi tiretebilmek i¢in biitlin {iriin iyonlart
taranabilir. Tek bir analizde birden fazla gecis izleniyor ise ¢oklu reaksiyon izlemi

(MRM, multiple reaction monitoring) gerceklestirilebilir.

fyon kaynag Kuadrupol
fyon dedektori

fyonlar

Rezonansa ugramayan Rezonansa ugrayan
Ve saptanamayan 1yon ve dedektore ulagabilen iyon

Sekil 2.5. Kuadrupol yapisi [90]

2.4.4. Biyolojik Numune Tipleri

Yasakli madde analizinde farkli biyolojik numune gesitleri kullanilabilir. Numune
se¢ciminde maddenin atilim yolu, biriktigi doku ve yarilanma omrii gibi kriterler goz
ontinde bulundurulur. Madde analizi igin kan, idrar, tiikiiriik, mide igerigi, ter, goz
s1vist Ve sag kullanilabilmektedir [91]. Madde analizinin uygulama ve kullanim amaci
da (klinik, adli veya isyeri toksikolojisi) se¢ilecek numune tipine karar verilmesinde
onem tagimaktadir. Yasakli madde analizi, biyolojik sivilardaki ¢ok sayida maddeyi
saptamaya yoneliktir. Bagimlilik tanisi i¢in bilgi veren bir analiz bulunmamakla
beraber kisiden diizenli olarak alinan numunelerinde yapilan analizler sonucunda, o
kisi ile ilgili madde kullanimina dair detayl bir profile ulagiimaktadir. Analiz edilecek
madde ic¢in biyolojik numune tipine karar verilmesinde, o0 maddenin

farmakokinetiginin bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Numune alinma zamani, kullandigi
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receteli ilaclar ve madde metabolizmasinda rol oynayan karaciger ve bobrek gibi

organlarin fonksiyonunu etkileyecek fizyolojik durumlar da bilinmelidir [92].
2.4.4.a. Kan

Analiz edilecek maddelerin ve metabolitlerinin miktar belirlenmesinde
ozellikle biyolojik materyal olarak kan kullanilmaktadir. Boylelikle yasakli maddenin
dozu ve yarilanma siiresi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Ozellikle doz ve etki
arasinda iliskinin tespiti i¢in kan tercih edilen numune tipi olmaktadir. Kullanilan
yasakli maddeler hizli bir sekilde kan1 terk ettigi i¢in kan numuneleri yakin zamanda
kullanilan madde analizleri i¢in uygundur. Kan numunesi i¢in, yapisinda bulunan
serum proteinleri, lipitler ve diger makromolekiiller nedeniyle analiz 6ncesi kapsamli
bir ekstraksiyon islemi gerekmektedir. Yasakli maddelerin yarilanma siirelerinin ¢ok
kisa olmasi, numune alimi i¢in egitimli personel gereksinimi ve numune alma-toplama

asamasinda bulasic1 hastaliklara yakalanma riski gibi dezavantajlart bulunmaktadir
[93].

2.4.4.b. idrar

Baslica atilim yollarindan biri olan idrar, bir¢ok yasakli maddenin birkag giin
onceki kullanimini tespit etmek igin uygun bir biyolojik numunedir. Idrar
numunelerinin kana gore en biiyiikk avantaji kullanilan madde ve metabolitlerini
yiiksek diizeylerde igerebilmesidir. Ve ayrica kan numunelerine gére numune toplama
asamas1 daha kolaydir [94]. Idrar numunelerinin yapisinda protein, lipitler ve makro
molekiillerin bulunmamasi sebebiyle numune hazirlig1 daha kolaydir.

Idrarda yasakli madde analizleri dogrudan hasta basi testler, immiinolojik
yontemlerle veya uygun bir ¢oziicii ile ekstraksiyondan sonra kromatografik
yontemlerle yapilabilmektedir [95].

Idrar pH’1 bazi maddelerin atiliminda 6nemli olabilmektedir. Amfetamin gibi
zay1f bazik maddeler asidik idrarda, zayif asidik 6zellikteki maddeler bazik idrarda
hizli atilmaktadir [95].

Idrar numunelerinin analizinin en énemli dezavantaji uzun siireli maruziyet

hakkinda bilgi vermemesidir. Diger bir dezavantaji ise, aym1 metabolik {riine
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metabolize olan ayr1 gruba dahil maddelerin analiz sonug¢larinin yorumlanmasinda
ortaya ¢ikan zorluktur.

Idrar biitiinliik testleri 5rnegin toplanma asamasinda idrarin safligiin bozulup
bozulmadigini degerlendirmek i¢in uygulanir (Tablo 2.5.). Yasakli madde
analizlerinde madde kullanan bireyler analizleri yaniltmak amaciyla gesitli yontemler
kullanmaktadir. En yaygin olarak, idrar numunesinin asir1 s1v1 tiiketimi ya da haricen
sivi eklenmesi gibi miidahalelerle diliie edilerek analizi yaniltmaya g¢alisilmaktadir.
Idrar numunelerinin gesitli idrar olmayan ¢dzeltilerle degistirilmesi, analizleri gecersiz
kilacak cesitli bilesenlerin eklenmesi gibi hilelere bagvurulabilinmektedir. Bu tip
miidahalelerin 6niline gegmek i¢in idrar numunelerinin 6zel diizenlenmis tuvaletlerde
gbzetimli olarak alinmasi Ozellikle adli ve is yeri tarama analizlerinde gereklidir.
Numunede diliisyon, hile yapildig1 veya yapist degistirildigi saptanir ise raporda

belirtilmelidir [85, 96].

Tablo 2.5. Idrar biitiinliik analizleri ve degerlendirmeleri

Kreatinin Dansite pH Nitrit
(mg/dL) (mg/L)
Normal idrar >20 1.003-1.035 3-11 Negatif
Diliisyon siipheli >2 ile <20 >1.001 ile <1.003
Yapisi degistirilmis >200 >1.035 <3 veya>11 Pozitif
(Herhangi biri) (>500)
Idrar degil <2 <1.001 veya >1.020

2.4.4.c. Sac

Yasakli madde analizinde sag humunesi kullanmanin en biiyiik avantaji, kan
ve idrar Ornegi ile saptanamayan daha uzun siirelerdeki madde kullanimini tespit
edebilmesidir (Tablo 2.6.). Sa¢ 6rnekleri dayanikli bir biyolojik materyal oldugu i¢in
oliimden yillar sonra bile madde tespitinde kullanilabilmektedir [97]. Numune alma
asamasi en kolay olan biyolojik materyallerden biridir. Sa¢ analizinin duyarlilig
oldukca yiiksektir. Tek doz oral kodein alimi bile sa¢ numunelerinde
saptanabilmektedir [98]. Sa¢c numunesinin avantajlar1 yaninda dayanikli bir biyolojik

materyal oldugu i¢in 6n islem asamasinda yikama, hidroliz, ekstraksiyon basamaklari
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¢ok daha uzun slirmektedir. Bu basamaklarin fazla olmasi ve uzun siirmesi analiz

maliyetini diger biyolojik materyallere gore arttirmaktadir.

2.4.4.d. Tiikiiriikk

Tiikiirtik; 6rnek toplama asamasiin kolay olmasi, toplama islemi igin yetkin
saglik personeline ihtiyag olmamasi, icerik olarak diger viicut sivilarina daha basit
olmast ve analizinin kolay olmasi gibi sebeplerle 6ne c¢ikan bir yasakli madde
analizinde One ¢ikan bir biyolojik materyaldir (Tablo 2.7.) [99]. Maddeler ve
metabolitleri, kilcal damarlardan tiikiiriik kanallarina pasif difiizyon ile tasinir.

Tiikiiriikteki madde konsantrasyonlari kan diizeyleri ile paraleldir (Tablo 2.6.) [100].

Tablo 2.6. Bazi yasakli maddelerin kan, idrar ve tiikiiriikte tespit siireleri [92, 101]

Madde Kan Idrar Tiikiiriik
6-MAM 20 dakika 2-4 saat 0,5-8 saat
Amfetamin 12 saat 2-3 giin 12-24 saat
BEG 7,5 saat 2-3 giin 12-24 saat
Buprenorfin 8 saat 48-56 saat

Eroin 2 dakika

Kodein 3 saat 24 saat 12-24 saat
Kokain 1 saat 6-8 saat 5-12 saat
MDMA 6 saat 30-48 saat

Metadon 36 saat 7-9 glin

Morfin 3 saat 24 saat 12-24 saat

Yasaklt madde analizlerinde numune tiirii secimi elde edilme bi¢imi, tespit
stireleri goz Oniine alinarak calisma amacina, kanit degeri gerekip gerekmemesine gore
(adli, klinik veya isyeri analizi) avantaj ve dezavantajlart degerlendirilerek

gerceklestirilmektedir (Tablo 2.6. ve Tablo2.7.).



Tablo 2.7. Yasakli madde analizinde numune tiirlerinin karsilastirilmasi [92]

27

Numune Tiirii  Avantajlar Dezavantajlan
Idrar -Madde konsantrasyonu daha  -Numuneye hile yapilma
yiiksek ihtimali var

Kan

Tukiiruk

Sac¢

-Maliyeti daha uygun
-Hasta bas1 cihazlarda
kullanilabilir

-Numuneye hile yapilma riski
¢ok diistik
- Yakin kullanimi gosterir

-Numuneye hile yapilma riski
diistik

-Hasta basi cihazlarda
kullanilabilir

-Numune alim1 kolay, egitimli
personel gerekmez

-Madde tespit siiresi en
yiiksek numune matriksi
-Numune alimi kolay

-Madde konsantrasyonu
hidrasyona gore degisir
-Madde konsantrasyonu ve
doz iliskisi bulunmuyor

-Numune alimi i¢in egitimli
personel gerekir
-Madde tespit siiresi kisa

-Madde tespit siiresi kisa
-Pasif maruziyet nedeniyle
kontaminasyon olabilir

-Yakin zamandaki madde
kullanimin1 géstermez
-Analiz yontemleri sofistike
ve pahali

2.5. Calisma Kapsamina Alinan Bilesikler

Analiz edilecek maddeleri belirlerken OKB hastalarina hem bagimlilik yapan hem
de tedavide kullanilan 16 opiat madde (morfin, normorfin, kodein, norkodein,
dihidrokodein, eroin, etilmorfin, oksikodon, 6-MAM, buprenorfin, norbuprenorfin,
metadon, EDDP, nalokson, naltrekson ve tramadol) segildi. Bu opiat maddelerden
buprenorfin, norbuprenorfin, nalokson, metadon, EDDP, naltrekson maddeleri OKB
hastalarinin tedavilerinde kullanilan maddelerdir [102]. Tedavi takibi i¢in analiz
kapsamina alman maddelerdir. OKB hastalarinda opioid grupla birlikte
kullani1ldiginda asir1 doz 6liimlerine sebep olabilecek ve suistimaline siklikla rastlanan
3 adet kokain grubu madde (kokain, kokaetilen, BEG) ve 5 adet amfetamin grubu
madde (metamfetamin, MBDB, MDA, MDEA, MDMA) dahil edildi. Ayrica son
yillarda O6zellikle OKB hastalarinda suistimalinde artis oldugu bildirilen [103]

gabapentinoidlerden pregabalin ve gabapentin de panele eklendi (Tablo 2.8.).



Tablo 2.8. Calisma kapsamina alinan yasakli maddeler ve metabolitleri

Madde

Ozelligi

OoOoO~NooTh~, W NP

N o e
A W N L O

15

16

17

18
19

20

21

22

23

24

25

26

1.Grup: Opiatlar

Morfin
Normorfin

Kodein

Norkodein
Dihidrokodein
Eroin
Etilmorfin
Oksikodon
6-MAM

Buprenorfin
Norbuprenorfin
Metadon
EDDP

Nalokson
Naltrekson

Tramadol

Bagimlilik yapan dogal opiat alkaloidi,

Morfin metaboliti

Tedavi amagh kullanilan suistimalive
bagimlilig1 bulunana dogal opioid alkolodi
Kodein metaboliti

Kodein metaboliti

Bagimlilik yapan dogal opiat alkaloidi,

Morfin metaboliti

Kodein metaboliti

Eroin metaboliti

OKB tedavisinde kullanilan segici agonistik
etkisi olan yar1 sentetik opiat alkoloidi
Buprenorfin major aktif metaboliti

OKB tedavisinde kullanilan segici antagonistik
etkisi olan yar1 sentetik opiat alkoloidi
Metadon aktif metaboliti

OKB tedavisinde kullanilan segici antagonistik
etkisi olan yari sentetik opiat alkoloidi

OKB tedavisinde kullanilan segici antagonistik
etkisi olan yari sentetik opiat alkoloidi

Tedavi amagli kullanilan suistimalive
bagimlilig1 bulunana sentetik opioid alkolodi

2. Grup: Kokain ve metabolitleri

Kokain

Kokaetilen
BEG

OKB hastalarinda siklikla suistimali goriilen
yasakli madde

Kokainin aktif metaboliti

Kokain aktif metaboliti

3. Grup: Amfetaminler

Metamfetamin
MBDB

MDA

MDEA

MDMA

OKB hastalarinda yaygin suistimali olan
amfetamin tiirevi
OKB hastalarinda yaygin suistimali olan
amfetamin tiirevi
OKB hastalarinda yaygin suistimali olan
amfetamin tiirevi
OKB hastalarinda yaygin suistimali olan
amfetamin tiirevi
OKB hastalarinda yaygin suistimali olan
amfetamin tiirevi

4. Grup: Gabapentinoidler

Pregabalin

Gabapentin

Tedavi amagh kullanilan suistimali ve
bagimlilig1 bulunanan gabapentinoid
Tedavi amagl kullanilan suistimali ve
bagimlilig1 bulunanan gabapentinoid

28
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasallar ve Kitler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve kitler

Kimyasal Firma Uriin Kodu
6-MAM D3 Lipomed M-44-HC-ILM
Benzeklogonin D3 Lipomed COC-294-HY-ILM
MDEA D5 Lipomed MDE-734-HC-ILM
MDA D5 Lipomed MDA-927-HC-ILM
Morfin IS D3 Lipomed M-39-HC-I
Metamfetamin IS D5 Lipomed AMP-623-HC-ILM
MDMA IS D5 Lipomed MDM-324-HC-ILM
EDDP Lipomed EDD-738-CL-ILM
6-MAM Lipomed M-43-HC-ILM
Benzoilekgonin Lipomed COC-204-FB-ILM
Buprenorfin Lipomed BUP-399-HC-ILM
Dihidrokodein Lipomed C-102-HC-ILM
Eroin (Diasetilmorfin) Lipomed M-29-FB-ILA
Etilmorfin Lipomed C-820-HC-ILM
Gabapentin Lipomed GAB-1474-ILM
Kodein Lipomed C-69-HC-ILM
Kokaetilen Lipomed COC-207-FB-ILA
Kokain Lipomed COC-156-FB-ILA
MBDB Lipomed MBD-193-HC-ILM
MDA Lipomed MDA-79-HC-ILM
MDEA Lipomed MDE-191-HC-ILM
MDMA Lipomed MDM-94-HC-ILM
Metamfetamin Lipomed AMP-732-HC-ILM
Metadon Lipomed MET-637-HC-ILM
Morfin Lipomed M-35-HC-I
Nalokson Lipomed NAL-195-HC-ILM
Naltrekson Sigma N-007
Norbuprenorfin Lipomed BUP-982-FB-ILM
Norkodein Lipomed C-36-FB-ILM
Normorfin Lipomed M-34-HC-ILM
Oksikodon Lipomed C-404-HC-1LM
Pregabalin Lipomed PRE-1475-1LM
Tramadol Lipomed TRA-779-HV-ILM



Metanol Sigma-Aldrich 34885
Asetonitril Sigma-Aldrich 00687
Amonyum Format Carlo Erba 419741
Formik Asit Carlo Erba 303912
Mobil Faz A(MA) Obikrom LR3600M1
Mobil Faz B (MB) Obikrom LR3600M2
Reaktif A (1S) Obikrom LR3600A
Reaktif B (Glukronidaz) ~ Obikrom LR3600HR-B
Opiat Ol¢tim kiti Abbott 3L34-20
Ekstazi Ol¢iim kiti Abbott 3L42-20
Amfetamin/Metamfetamin Abbott 3L37-20
Ol¢iim Kiti

3.1.2. Cihazlar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar
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Cihaz

Firma

Kiitle Spektrometri
S1vi Kromatografi

Immiinolojik Yontem
Analizori
Biyokimya Analizori
Tam Otomatik Idrar
Analizori

Santrifiij

Azot Ucgurucu

Vorteks Karistirici

Shimadzu LC-MS/MS 8040, Japonya
Shimadzu UFLC; DGU-20 A3 (degasser), LC-20AD (A
pompast), LC20AD (B pompasi), SIL20 A HT
(otosampler) ve CTO-10AS VP (kolon firin1) Japonya
Abbott marka c8000 model ABD

Beckman Coulter AU680, ABD

IChem Velocity, ABD

NiiveNF-1200R
VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001
Velp Scientifica (Heidolph Reax 2000 shaker)

3.1.3. Sarf Malzemeler

Tablo 3.3. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma

LCMS/MS kolonu
Insert

Vial

Polipropilen tiip

Kilit kapakli mikro santrifiij tlip

Mikropipet
Pipet uglari

Restek Allure PFPP 5 pm 50x2,1 mm

Shimadzu (200 pL)
Shimadzu (5 mL)
Eppendorf (1,5-2,0 mL)

Frratmed (1,5-2,0 mL)
Transferpette 10-100 pnL, 100-1000 puL
Pipette Tip 10-100 pL, 100-1000 L
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3.2. Etik Kurul izni ve Cahsma Plam

Bu Yiiksek Lisans Tez c¢alismasi Helsinki Deklarasyonu ve iyi Klinik
Uygulamalarinin etik kurallarina uygun olarak gergeklestirilmistir. “Opioid kullanim
bozuklugunda idrar ve tikiiriik numunelerinde yasakli madde analizlerinin
karsilastirilmasr” konulu Hacettepe Universitesi Arastirma Projesi (Proje 1D 18764)
icin etik kurul izni Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu'ndan 17.03.2020 tarihinde Proje No GO 20/257 ve Karar No 2020/06-51
olarak onaylanmistir (Ek 1).

Baslica dort asamada planlanan c¢alisma 6zeti Tablo 3.4.°de verilmistir.
Calismanin ilk asamasinda hastalardan idrar ve tlikiiriik numuneleri toplandi.
Calismada 18/Mart/2020-18/Mart/2021 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan Opioid Kullanim
Bozuklugu tedavisine bagvuran ve OKB tedavisinde takip edilen hasta grubundan idrar
ve tikiirik numuneleri toplanmistir. Calismaya dahil edilmeden Once tiim
katilimcilardan “Arastirma amagh ¢alisma i¢in aydinlatilmis onam formu” (Ek-2)

alinmustir.

Tablo 3.4. Calisma plan

Asama Gerg¢eklestirilen Calisma

| Hastalarin idrar ve tiikiiriik numunelerinin toplanmasi
I LC-MS/MS yontem validasyonlari

lla  Idrar numuneleri i¢in yontem validasyonu
Ilb  Tikirik numuneleri igin yontem validasyonu
I Numunelerin analizi

Ia Idrar numunelerinin biitiinliik analizi

I11b Idrar numunelerinin LC-MS/MS yontemi ile madde analizi

Iic Idrar numunelerinin immiinolojik yéntem ile madde analizi

Iid Tiikiirtik numunelerinin LC-MS/MS yo6ntemi ile madde analizi
v Sonuglarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi

Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari’nda gergeklestirilen
bu ¢alismanin ikinci asamasinda, bu tez ¢aligmasi kapsamina alinan maddeler i¢in idrar

ve tiikiiriik numunelerinde LC-MS/MS yontemleri gelistirilerek validasyon ¢alismalari
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yapildi. Calisma kapsamina alinan madde listesi Tablo 2.8’de verilmistir. Calismanin
liclincli asamasinda immiinolojik yontemle idrar numuneleri analiz edildi. Dordiincii

asamada elde edilen veriler degerlendirilerek karsilastrildi.

3.3. Hasta Numunelerinin Toplanmasi

Calismaya alinan hastalar i¢in asagida belirtilen “Dabhil edilme” (Tablo 3.5.) ve
“Dabhil edilmeme” (Tablo 3.6.) kriterleri uygulanarak toplam 76 hastadan es zamanli
idrar ve tiikiiriik 6rnekleri toplandi.

Calismaya katilmay1 kabul eden hastalardan es zamanli olarak idrar ve tiikiiriik
numuneleri alindi. idrar numuneleri 5 dakika 12.000 rpm’de santrifiijlenerek iist
stiziintli bes porsiyon seklinde kilit kapakli mikro santrifiij tiipiine konarak analize
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Tiikiirik numuneleri hastalardan en az 5 mL olacak sekilde 10 mL’lik Falkon
tiiplerine topland1. Tiikiiriik numuneleri 5 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilerek {ist
stizlintii kilit kapakli mikro santrifiij tiipiine konarak analize kadar -80°C’de muhafaza
edildi.

Tablo 3.5. Calismaya dahil edilme kriterleri

Calismaya dabhil edilme Kriterleri

- 18 yasinin iistlinde olan

- SCID-I (Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis |
Disorders/ DSM-IV Eksen- 1 Bozukluklar1 i¢in Yapilandirilmis
Klinik Goriisme Formu)ile dogrulanmis DSM-4  “opioid
bagimlilig1” tanis1 olan.

- Opioid kullanim bozuklugu tanist ile ilag¢ destekli (buprenorfin veya
naltrekson) tedavi amaci ile bagvuran ve caligmayr kabul eden
hastalar

Tablo 3.6. Calismaya dahil edilmeme Kriterleri

Calismaya dahil edilmeme kriterleri

- Calismay1 kabul etmeyen ve arastirma evreninde yer almayan
- Idrar numunesi veremeyen

- Tukiirik numunesi veremeyen

- Demans bulunan

- Zeka geriligi bulunan

- Organik beyin hastaligi bulunan

- Herhangi bir nedenle aydinlatilmis onamini ¢geken hastalar
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3.4. Yontemler
3.4.1. idrar Numuneleri i¢cin LC-MS/MS Yéntemi

Bu tez ¢alismasi i¢in hedeflenen 26 maddenin idrar numunelerinde LC-MS/MS
yontemi ile en yiiksek pik intensitesini elde etmek i¢in optimum parametreleri
belirlendi ve metot aplikasyonu yapildi.

Vial igine reaktif A’dan 400 pL ve iizerine 100 puL idrar numunesi eklendi.
Vial kapagi kapatilarak karisim 30 saniye vortekslendi. Vialler otosamplere
yerlestirilerek analiz baslatildi. idrar numunelerinin 1/2, 1/3 ve 1/4 diliisyonlarindaki
pikleri degerlendirilerek 1/4 diliisyonda en uygun intensite elde edildi Enjeksiyon
voliimleri 10, 20 ve 30 pL olarak denemeler yapilarak en uygun enjeksiyon voliimiiniin
20 pL olduguna karar verildi.

Idrar numunelerinde kantitatif olarak LC-MS/MS yontemi ile yasakli madde
derigimlerini belirlemek i¢in Shimadzu UFLC; DGU-20 A3 (degasser), LC-20AD (A
pompasi), LC20AD (B pompasi), SIL20 A HT (otosampler) ve CTO-10AS VP (kolon
firm1), Shimadzu markali LCMS-8040 modeli Sivi  Kromatografisi-Kiitle
Spektrometri, kromatografik ayrim i¢in Restek Allure PFPP 5 pm (50 x 2.1 mm)
kolonu kullanilarak pozitif iyon modunda analizler gergeklestirildi. idrar numuneleri
i¢in saptanan optimum LC-MS/MS kosullar1 Tablo 3.7°de ve akis gradienti Sekil
3.1.’de verilmistir. Yirmi alti yasakli maddenin secilen ana iyon ve yavru iyon
kiitle/yiik (m/z) degerleri idrar matriksi dikkate alinarak belirlenip tarama tipi ¢oklu
reaksiyon tarama (Multiple Reaktion Monitoring, MRM) olarak secildi (Tablo 3.8).

Calisma sonuglar1 LabSolutions Version 5.60 SP2 (2008-20013 Shimadzu
Corporation) yazilimi ile degerlendirildi.

|offline
=) lrsirmer: Peremelins Yiow [ Momal ) CAdvance dl [ End Tirne 1400 min |
| MSs I Interface I Data Acguisition I LC Time Prog. | Pump |COIumn Owen I Controller I Autosampler I AutoPurge
Mode |Binary gradient - |
Configured Pumps
Total Flow: 0. 5000 mLfmin Pump A: LC-20AD
Pump B Conc.: 10.0 %o Pump B: LC-20AD
Pump B Curve: ] Pump C:

Pump O

Pressure Limits (Pump A, B)

Maxdmun m: <40 bar

Minimurm: ] bar

Sekil 3.1. Calismada kullanilan akis gradienti
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Cahisma Kosullar: Aciklama

LC Kosullar

Enjeksiyon voliimii 20 uL

Kolon Restek Allure PFPP 5 pm (50 x 2,1 mm)

Kolon firin1 sicaklig 40 °C

Akis hizi 0,5 mL/dk

Akis programi
Gradient Akis Hiza MA MB

(dk) (nL/min) (%) (%)

0.00 500 90 10
10.00 1.000 10 90
14.00 500 90 10
15.00 500 90 10

MS/MS Kosullari

Iyonlastirici gaz N2

Argon gazi basinci 230 kPa

Iyonlastiric1 gaz akist 3 L/dk

Kurutucu gaz akisi 15 L/dk

Iyonizasyon
Tarama hizi
Tarama tipi
Dwell time

Analiz stiresi

Elektro sprey iyonizasyon (ESI), pozitif iyon

15.000 u/sn
MRM
<12 msn

15 dk




Tablo 3.8. idrar LC-MS/MS igin segilen iyon ve RT degerleri

G
6-MAM 2.2 327.90 164.90
BEG 2.2 290.10 168.10
Buprenorfin 54 468.15 396.20
Dihidrokodein 1,6 302.20 199.20
EDDP 6,4 278.00 249.00
Eroin 3,4 370.00 165.00
Etilmorfin 2.3 314.20 152.20
Gabapentin 14 172.15 154.10
Kodein 1.7 300.05 164.90
Kokaetilen 4,7 318.10 196.20
Kokain 4.0 304.15 182.10
MBDB 3.0 208.00 135.00
MDA 2,2 179.90 163.10
MDEA 3.0 207.95 163.30
MDMA 25 193.95 163.00
Metamfetamin 2.4 149.95 91.00
Metadon 6,5 310.25 265.20
Morfin 0,9 285.95 151.80
Nalokson 1.8 328.00 212.00
Naltrekson 2.1 342.10 267.20
Norbuprenorfin 3,8 414.30 152.00
Norkodein 0,9 286.10 152.00
Normorfin 0,7 272.10 152.00
Oksikodon 2,1 316.10 212.20
Pregabalin 15 160.20 142.10
Tramadol 3,2 264.15 58.20
Nalorfin (IS) 1.6 312.20 201.20

35
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3.4.1.a Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Idrar metodumuzda analizini planladigimiz 6-MAM, BEG, buprenorfin,
dihidrokodein, EDDP, eroin, etilmorfin, gabapentin, kodein, kokaetilen, kokain,
MBDB, MDA, MDEA, MDMA, metadon, metamfetamin, morfin, nalokson,
naltrekson, norbuprenorfin, norkodein, normorfin, oksikodon, pregabalin ve tramadol
maddeleri sivi formunda 1mg/mL olarak temin edildi. Bu maddelerin herbirinden 10
uL temiz bir vial igine alindi. Her bir maddeden 10 pL alinarak elde edilen 260 pL
hacim {izerine 740 pL metanol eklenip toplam hacim 1 mL’ye tamamlanarak (her
maddeden 1 mL’de 10 pg igeren derisimi 10 mg/L (10.000 ng/mL) olacak sekilde)
stok kalibratdr ¢dzeltisi hazirland:. ilag ya da madde kullanimi olmayan saglikli bir
bireyden temin edilen ve galisma kapsamindaki maddeler i¢in LC-MS/MS yontemi ile
Tablo 3.8’de belirtilen RT’lerde hicbir pik vermedigi dogrulanan idrar numunesi “Bos
Idrar” olarak kullamildi. Stok kalibratdr ¢ozeltisinin bos idrar numunesi ile Tablo
3.9°da belirtilen sekilde diliisyonlar1 ile dort seviye kalibrator ¢ozeltisi hazirlanip -20
°C’de depolandi

Tablo 3.9. idrar LC-MS/MS icin kalibratérlerin hazirlanmasi

Kalibrator Final Konsantrasyon Eklenen Kalibrator Bos Idrar
(ng/mL) (nL) (uL)
K4 400 60 Stok Kal 1.440
K3 200 750 K4 750
K2 100 750 K3 750
K1 50 750 K2 750

KO 0 - 1.500
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3.4.2. Tiikiiriik Numuneleri icin LC-MS/MS Yontemi

Tikiirik numuneleri i¢in gelistirilen LC-MS/MS yonteminde ¢alisma
kapsamina alinan 26 madde i¢in en yiiksek intensiteye sahip pikleri elde etmek iizere
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi.

Numune 6n hazirlik asamasiin optimizasyonunda protein ekstraksiyonu igin
farkli ¢oktiiriiciiler (%100 metanol veya %100 asetonitril ve %50 metanol+%50
asetonitril) denendi. Tiikiiriik numunesi 300 uL alinip tizerine 900 uL ¢oktiiriicii ilave
edildi. Cozeltiler 30 saniye vortekslenip sonrasinda 10 dakika 12.000 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatant fazindan 100 uL alinip tizerlerine 100 pL metanol eklenip
10 saniye vortekslendikten sonra analiz edilip kromatogramlar karsilastirldiginda en
iyi pik intensitesi %100 metanol ekstraksiyonu ile elde edildi (Sekil 3.2.).

Numune 6n hazirlik agamasinin optimizasyonunda ayrica ekstrakte edilen
numunelere ugurma isleminin etkisi de degerlendirildi. Metanol ile ekstrakte edilen
numuneler 40 °C, N2 gazi altinda 30 dakika boyunca sivi hacmi tamamen
buharlasincaya kadar ugurma islemi uygulandi. Ugurma iglemi uygulanan numuneden
100 pL alinip iizerine 100 pL metanol eklendi. Ugurma islemi uygulanmayan ve
ucurma islemi uygulanan numuneler pik intensiteleri agisindan karsilagtirildi. Her iki

numune enjeksiyonundan es pik intensiteleri elde edildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.2. Protein ekstraksiyonu ile morfin maddesi kromatogramlari, A. %100
asetonitril, B. %50 metanol+%50 asetonitril, C. %100 Metanol

{ - =
......... =

Sekil 3.3. Ugurma isleminin morfin maddesi i¢in karsilastiriimas: A. Ugurma islemi
uygulanarak, B. Ucurma islemi uygulanmadan
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Tablo 3.10. Tiikiiriik numuneleri i¢in LC-MS/MS yontemi kosullari

Calisma Kosullar Aciklama

LC Kosullarn

Enjeksiyon voliimii 20 uL

Kolon Restek Allure PFPP 5 um (50 x 2,1

Kolon firin1 sicaklig 40 °C

Akis hizi 0,5 mL/dk

Akis programi
Gradient Akis Hiza M1 M2

(dk) (nL/min) (%) (%)

0.00 500 90 10
10.00 1.000 10 90
14.00 500 90 10
15.00 500 90 10

MS/MS Kosullari

Iyonlastiric gaz N2

Argon gazi basinci 230 kPa

Iyonlastiric1 gaz akist 3 L/dk

Kurutucu gaz akist 15 L/dk

Iyonizasyon Elektro sprey iyonizasyon (ESI), pozitif iyon

Tarama hizi 15.000 u/sn

Tarama tipi MRM

Dwell time <12 msn

Analiz stiresi 18 dk




Tablo 3.11. Tiikiiriik LC-MS/MS igin segilen iyon ve RT degerleri

G et
6-MAM 3.9 327.90 165.20
BEG 3.9 290.00 168.30
Buprenorfin 7.8 468.10 396.20
Dihidrokodein 3.6 302.20 199.10
EDDP 8.4 270.20 249.10
Eroin 5.5 370.00 165.00
Etilmorfin 4.3 314.20 165.00
Gabapentin 3.1 172.00 154.20
Kodein 35 300.00 215.20
Kokaetilen 7 318.20 196.00
Kokain 6.2 303.90 182.20
MBDB 5.7 208.20 77.00

MDA 45 180.10 105.00
MDEA 5.6 208.00 163.20
MDMA 5 194.10 163.00
Metamfetamin 4.7 150.10 119.20
Metadon 9.2 310.20 265.10
Morfin 2.2 286.00 165.10
Nalokson 3.7 328.10 212.10
Naltrekson 4 342.10 267.20
Norbuprenorfin 6.8 414.20 83.20

Norkodein 3.3 286.10 152.00
Normorfin 1.8 272.10 152.00
Oksikodon 4 316.10 298.20
Pregabalin 3.4 160.20 55.10

Tramadol 5.9 264.10 58.20

ds6-MAM 3.9 331.20 165.10
ds-BEG 2.2 293.10 171.10
ds-MDA 2.4 185.10 168.10
ds-MDEA 3.2 213.15 163.10
d-MDMA 2.7 199.15 165.10
ds-Metamfetamin 25 155.10 92.10

ds-Morfin 0.9 289.10 165.10
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Yapilan optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda tiikiirik numunesinin %100
metanol ile ekstrakte edilip ugurma iglemi yapilmadan hazirlanmasina karar verildi.

Tikiirik numunelerinde kantitatif olarak LC-MS/MS yontemi ile yasakli madde
derisimlerini  belirlemek i¢in Shimadzu markali LCMS-8040 modeli Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektrometri, kromatografik ayrim ig¢in Restek Allure PFPP 5
um (50 x 2.1 mm) kolonu kullanilarak pozitif iyon modunda analizler gerceklestirildi.
Tukiirik numuneleri i¢in saptanan optimum LC-MS/MS kosullar1 Tablo 3.10.’da
verilmistir. Yirmi alti yasakli maddenin ana iyon ve yavru iyon kiitle/ylik (m/z)
degerleri idrar matriksi dikkate alinarak belirlenip tarama tipi ¢oklu reaksiyon tarama
(Multiple Reaktion Monitoring, MRM) olarak segildi (Tablo 3.11.). Calisma sonuglar1
LabSolutions Version 5.60 SP2 (2008-20013 Shimadzu Corporation) yazilimi ile
degerlendirildi.

3.4.2.a Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analizini planladigimiz 6-MAM, BEG, buprenorfin, dihidrokodein, EDDP,
eroin, etilmorfin, gabapentin, kodein, kokaetilen, kokain, MBDB, MDA, MDEA,
MDMA, metamfetamin, metadon, morfin, nalokson, naltrekson, norbuprenorfin,
norkodein, normorfin, oksikodon, pregabalin ve tramadol maddeleri sivi formunda
Img/mL olarak temin edildi. Bu maddelerin herbirinden 10 pL temiz bir vial igine
alindi. Her bir maddeden 10 pul alinarak elde edilen 260 ul hacim tizerine 740 uL
metanol eklenip toplam hacim 1 mL’ye tamamlanarak (her maddeden 1 mL’de 10 ug
iceren derisimi 10 mg/L (10.000 ng/mL) olacak sekilde) stok kalibrator ¢ozeltisi
hazirland. Ilag ya da madde kullanimi olmayan saglikli bir bireyden temin edilen ve
calisma kapsamindaki maddeler i¢cin LC-MS/MS yontemi ile Tablo 3.11°de belirtilen
RT’lerde higbir pik vermedigi dogrulanan tiikiiriik numunesi “Bog Tiikiiriik” olarak
kullanildi. Stok kalibrator ¢ozeltisinin, bos tiikiiriik numunesi ile Tablo 3.12°de
belirtilen sekilde diliisyonlart ile alt1 seviye kalibrator ¢ozeltisi hazirlanip -20 °C’de
depolandi.

Internal standart olarak ¢alistigimiz parametrelerden déteryum ile isaretlenmis
ds-MDMA, ds-Metamfetamin, ds-Morfin, ds-MDA, ds-MDEA, ds-BEG, d3:6-MAM
standartlarinin sivi formunda 1mg/ml olarak temin edildi. Yedi maddeden 10 pL alip

temiz bir vialin ig¢ine alindi. 70 uL olan bu déteryum karigimi tizerine 930 puL metanol
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ile 1 mL’ye tamamlanan ana stogun derisimi 10.000 ng/mL’dir. Yontemde
kullanilmak iizere diliisyon soliisyonu haline getirmek i¢in 1/50 oraninda metanol ile

seyreltildi. Stoktan 50 pL alinip {izerine 4950 puL metanol eklendi.

Tablo 3.12. Tiikiiriikk LC-MS/MS igin kalibratorlerin hazirlanmasi

Kalibrator Final Konsantrasyon Eklenen Kalibrator Bos Tiikiiriik
(ng/mL) (uL) (uL)

K6 800 120 Stok Kal 1380

K5 400 750 K6 750

K4 200 750K5 750

K3 100 750 K4 750

K2 50 750 K3 750

K1 25 750 K2 750

KO 0 - 1.500

Mobil Faz 1 (M1): 500 mL 2mM amonyum format ¢ozeltisine %1 formik asit
eklenmesiyle hazirlandi.

Mobil Faz 2 (M2): 500 mL asetonitril i¢ine %1 formik asit eklenmesiyle
hazirlandi. Mobil fazlar calisma giinlerinde hazirlanip artan miktarlar1 2-8 °C’de

muhafaza edildi.

3.4.2.b. Numune Hazirlanmasi

Tiikiiriik numuneleri 6n hazirlik olarak ilk dnce proteinlerinden uzaklastirmak
icin 300 pl tiikiiriik numunesi ependorfa alindi ve tizerine 900 pL. metanol eklendi.
Cozelti 30 saniye vortekslendi. 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiijlendi. Ust faz
alarak tiikiirik numuneleri hazir hale getirildi. Temiz bir vial i¢ine ¢oktiirtilmiis
numunenin iist fazinda 100 pL alinip tizerlerine 100 pL internal standart icen diliisyon
sollisyonu eklenip 10 saniye vorteksledikten sonra numune analiz i¢in hazir hale
getirildi.

Kalibrator ve numunelerden 100 pL alinarak 100 pL IS ¢ozeltisi (1/50
seyreltilen internal standart) temiz vial i¢indeki 1 mL’lik insert i¢ine pipetlenerek
vidal1 kapagi ile kapatildi. 10 saniye vorteks sonrasi enjeksiyona hazir hale getirilerek

numune yiikleyiciye yerlestirildi.



3.4.3 LC-MS/MS YontemiValidasyon Calismalari
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Idrar ve tiikiiriik icin gelistirilen LC-MS/MS yéntemlerinin validasyon

caligmalari, Adli Bilimler Caligma Grubu Adli Toksikolojide Metot Validasyonunda
Standart Uygulamalar’a (SWGTOX) gore planlandi (Tablo 3.13.)[104].

Tablo 3.13. Validasyon ¢alisma plani ve performans kriterleri

Parametre Cahisma Performans Kriteri

Analitik e En az dort konsantrasyon diizeyinde, @ Regresyon degeri > 0,99 olmalidir.
Aralik ve bes tekrar caligma ve verilerin e Her bir kalibrator i¢in hedef
Dogrusallik birlestirilmesi degerin %20’si agilmamalidir.
Saptama e Dogrusal kalibrasyon grafigi e . OD diizeyinde Bias ve kesinlik
Sinir1 ciziminden hesaplama yapilmasi caligmalar1 hedef i¢inde ve analit

Kantitasyon
Sinir

Bias ve
Kesinlik

Siiriiklenme

Girisim

Iyonizasyon
Etkilesimi

Diliisyon
Biitiinliigii

Dayanmilihk

e Karar sinirindaki konsantrasyonda,
her ¢alismada tiger analiz olmak lizere,
ti¢ ayri galisma

e U¢ konsantrasyon diizeyinde iiger
analiz, her ¢alismada yeni kalibrasyon
olusturarak bes farkli ¢aligma

e Bes giinliik ¢aligma siirecinde
kullanilan her bir kalibratoriin
ardindan bos numune ¢alisilmasi

e Ayni matriks i¢in on farkli numune,
IS eklenmeden

e Bir bos numune + IS

e Bir yiiksek konsantrasyonda madde
katkili numune, IS eklenmeden

e Analizi yapilan maddenin
bulunmadig1 girisim yapma ihtimali
olan bos, katkili veya gergek
numuneler

e On adet matriks uyumlu iki set,
ekstraksiyon sonrasi diisiik ve yliksek
diizeyde madde katkili bog numune
ekstrakti

e Bos standartlar (diisiik ve yiiksek),
alt1 kez enjekte edilir

e Yiiksek konsantrasyonda madde
katkil1 numune 1/2, 1/5 ve 1/10
diliisyonda iicer kez ¢aligilmast

e Ekstrakte edilen numunelerin oda
sicakliginda 0, 6, 12, 24, 30 ve 36.
saate analiz edilip pik alanlar1
karsilagtirilmalidir.

yaniti tatmin edici diizeyde olmalidir.
e .OQ diizeyinde Bias ve kesinlik
calismalar1 hedef iginde ve analit
yanit1 tatmin edici diizeyde olmalidir.
® Bias + %20 asilmamalidir.

® % CV %20 asilmamalidir.

e En yiiksek diizey kalibrator
ardindan okutulan bos numune
sinyali en diigiik kalibratoriin %10°u
asilmamalidir.

e Matriks, IS veya sik kullanilan ilag
ve yasakli maddelerden girisim
olmadig1 gosterilmelidir.

e Ortalama <% % 25 baskilanma
veya artma, Matriks etkisi <% 15 CV
olmalidir.

o Bias ve kesinlik kriterlerinin
diliisyondan etkilenmedigi
gosterilmelidir.

e Ekstrakte edilen numunelerin oda
sicakliginda degismeden kalabildigi
siire belirlenmelidir.

® Bias + %20 agilmamalidir.
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3.4.3.a. Analitik Aralik ve Dogruluk

e Analitik aralik, yontemin dogru ve giivenilir sonuglart i¢in Olciilen madde
konsantrasyonuna orantili yanit veren araligin tanimidir.

e  Idrar metodu igin giinliik hazirlanan K1 (50 ng/mL), K2 (100 ng/mL), K3 (200
ng/mL) ve K4 (400 ng/mL) kalibratorleri ardisik bes giin analiz edildi.

e  Tiikiirik metodu i¢in gilinliik hazirlanan K1 (25 ng/mL), K2 (50 ng/mL), K3
(100 ng/mL), K4 (200 ng/mL), K5 (400 ng/mL) ve K6 (800 ng/mL)
kalibratorleri ardisik bes giin analiz edildi.

e Idrar ve tiikiirik LC-MS/MS yontemleri ile ¢aligmaya dahil edilen 26 madde
icin regresyon ve korelasyon degerleri hesaplandi.

e Idrar ve tiikiiriik LC-MS/MS yontemleri igin kalibratr verilerinin ortalamalar
kullanilarak dogrusal kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

e Ortalama regresyon degeri >0,99 olmalidir.

3.4.3.b. Saptama ve Kantitasyon Simirlari

e Saptama sinir1 (LOD), yontemin 6lgiilebilen maddenin varligini saptayabildigi
ancak dogru kantitasyon yapamadigi konsantrasyonun tanimidir. Kantitasyon
smirt  (LOQ), yontemin kantitatif olarak dogru o6lgebildigi en diisiik
konsantrasyonun tanimidir.

e Her maddenin dogrusallik denkleminden yararlanilarak y noktasini kestigi
nokta ve dogrunun egim degeri hesaplandi.

e Hesaplama i¢in asagidaki denklem kullanildu.

LOD = (3.3 sy) /Avgm (Esitlik 1)
Sy: Y kesim noktalarinin standart sapmast
Avgn: Egim degerlerinin ortalamasi

e Idrar ve tiikiirik LC-MS/MS yontemleri ile calismaya dahil edilen 26 madde
icin LOD degerleri “Esitlik 17 kullanilarak hesaplandi.

e idrar metodu LOQ ¢alismas igin en diisiik kalibratér (50 ng/mL) ii¢ ayr
calismada tger kez analiz edildi ve sinyal okumalarinin %CV degerleri

hesaplandi.
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Tiikiirtik metodu LOQ calismasi icin en diisiik kalibrator (25 ng/mL) {i¢ ayr1
calismada tger kez analiz edildi ve sinyal okumalarinin %CV degerleri
hesaplandi.

Tanimlamanin dogrulugu icin Bias +%20 iginde ve %CV degeri <%20

olmalidir.

3.4.3.c. Bias ve Kesinlik

Bias, yontem tarafindan oOl¢iilen konsantrasyonlarin ortalamasinin gercege
nekadar yakin oldugunu ifade etmektedir. Kesinlik, yontemde ayni kosullarda
ayni 6rnegin ardisik 6l¢iimlerinin birbirine yakinligini ifade etmektedir.

Idrar metodu Bias ve kesinlik calismasi igin diisiik (75 ng/mL), orta (150
mg/mL) ve yiiksek (300 ng/mL) diizeylerde idrar numuneleri hazirlandi.
Tiikiirik metodu Bias ve kesinlik ¢alismasi igin diisiik (50 ng/mL), orta (300
ng/mL), yiiksek (600 ng/mL) diizeylerde tiikiiriik numuneleri hazirlandi.

Bes giin boyunca her giin yeni kalibrasyon olusturularak her diizeyde tiger kez
analiz yapild1.

Tiikiiriik metodu Bias ¢alismasinda ek olarak 300 ng/mL konsantrasyonda olan
tiikkiiriik numunesi akredite bir kurumda es zamanl analiz edilerek sonuglar
arasindaki Bias hesaplandi.

Bias hesaplamasi i¢in asagdaki denklem kullanildi.

% Bias degeri £%20 olmalidir.

Ortalama konsantrasyon — Bilinen konsantrasyon

%BIAS = x 100

Bilinen konsantrasyon
Hem giin i¢i hem giinler arasi ortalamalar alinarak hesaplamalar yapildi.
Hesaplamalarda agagidaki denklemler kullanildu.

%CV degerleri <%20 olmalidir.

.. Gunici calismanin standart sapmast
%CV Gun igi = — X 100
Gun ici calismanin ortalamast

Bes glnliik ¢calismanin standart sapmast

%CV Gunlerarast = x 100

Bes glinliik ¢galimanin ortalamast
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3.4.3.d. Siiriiklenme

e Siiriikklenme, yontemde bir maddenin analizi sonras1 ardindaki numuneye analit
bulasina denir.

e idrar metodu icin en yiiksek diizey kalibratdr (400 ng/mL) ardindan ardisik 6
bos numune analiz i¢in yiiklendi.

e Tiikiiriik metodu icin en yiiksek diizey kalibrator (800 ng/mL) ardindan ardisik
6 bos numune analiz i¢in cihaza analiz i¢in yiiklendi.

e Buislem ii¢ giin tekrar edildi.

e 26 alti maddenin kromatogramdaki gelme zamanlarindaki sinyal 6lgiimleri
yapild.

e Businyallerin ortalama degeri en diisiik kalibrator seviyesinin %10 nundan az

olmalidir.

3.4.3.e. Girisim

e Analitik 6zgilliik, yontemin kompleks bir karisim i¢inden belirli bir analitin
diger analitlerden etkilenmeden Olciilebilmesini ifade etmektedir. Analitik
ozgulliik degerlendirilmesi i¢in girisim ¢aligmalari yapilir.

e Girisim c¢alismasi igin internal standart (IS) igermeyen bir bos numune
(idrar/tiikiirtik) analiz edildi.

e Internal standart icermeyen bos numune (idrar/tiikiiriik) ardindan girisim
yapabilecegi diisiiniilen 10 maddeyi iceren numuneler analiz edildi. Bu
numunelerde 26 madde i¢in kromatogramlar degerlendirildi.

e Agyrica internal standart (IS) eklenmeyen yiiksek konsantrasyonlu numune
(idrar/tiikiirtik) enjeksiyonu sonucunda internal standartin kromatogramdaki
gelme zamaninda anlamli sinyal alinmadig1 gosterildi.

e Idrar metodu icin girisim ¢alismasi igin sertralin, klozapin, parasetamol,
efedrin, amlodipin, nikotin, klobozam, ketiapin, levetrisetam ve sitolopram
kullanim1 olan kisilerin idrar numuneleri analiz edilip 26 maddenin
kromatogramdaki gelme zamanlarindaki sinyal dl¢timleri yapildi.

e Tiikiiriik metodu i¢in ag1z bakim suyu, sakiz ¢igneme, limon suyu tiikketimi ve

cesitli medikasyonlarin (ketiapin, parol, amlodipin, sitalopram, efedrin,
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levetirasetam ve sertralin) tiikiiriik numuneleri analiz edilip 26 maddenin

kromatogramdaki gelme zamanlarindaki sinyal dl¢timleri yapildi.

3.4.3.f. Iyonizasyon Etkilesimi

LC-MS/MS analizlerinde birlikte eliie olan bilesikler, l¢iim yapilan analitin
iyonizasyonu etkileyebilmektedir. Iyonizasyon baskilanmasi veya artisinin
degerlendirilmesi onerilmektedir. Calismamizda iyonizasyonun
baskilanmasimni veya artisin1 kantitatif olarak degerlendirmenin miimkiin
oldugu post kolon ekstraksiyon metodu kullanildi.

Bu caligsma i¢in, temiz standart pik alani i¢in Set 1 ve ekstraksiyon sonrasi
katkili numuneler i¢in Set 2 numuneleri hazirlanarak pik alanlar karsilastirildi.
Ilag ya da madde kullanimi olmayan saglikli on farkli bireyden 10 adet numune
(idrar/tiikriik) alindi. Bu numunelerde, ¢alismaya dahil ettigimiz maddeler i¢in
LC-MS/MS yontemi ile Tablo 3.8’de belirtilen RT’lerde higbir pik vermedigi
dogrulanan numuneler “Bogs Numune” olarak kullanildu.

Set 1: Metanol i¢inde bir diisiik (50 ng/mL), bir yiiksek (400 ng/mL) madde
konsantrasyonu igeren temiz standart seti hazirlandi ve her biri alt1 kez analiz
edildi.

Set 2: Birbirinden farkli on bos humune (idrar/tiikiiriik) ekstrakte edildi. Her
biri ayr1 ayr enjekte edilerek analiz edildi. Ardindan her biri bir diisiik (50
ng/mL) ve bir yiiksek (400 ng/mL) madde konsantrasyonlari saglanacak
sekilde katkilandirildi.

Her iki konsantrasyon i¢in Set 1 ve Set 2 ortalama pik alanlari hesaplandi.
Idrar ve tiikiiriik metodundaki her madde igin asagidaki formiil yardimiyla %
baskilanma/artma hesaplandi.

Set 2 Alan Ortalamast

%Baskilanma veya Artma = ( — 1) x 100

Set 1 Alan Ortalamast

Ortalama <+%25 baskilanma veya artma olmalidir.
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3.4.3.9. Diliisyon Biitiinliigii

e Diliisyon biitiinliigli, yiiksek konsantrasyonda bir analitin bulunmasi
durumunda analitik araliga uygun sekilde sonug¢ alabilmek i¢in yapilan
diliisyon isleminin analize etkisinin degerlendirilmesidir.

e Diliisyon biitiinliigli calismasi i¢in yliksek konsantrasyonda (1600 ng/mL) bir
numune (idrar/tiikiiriik) hazirlandi.

e Hazirlanan numune (idrar/tiikiirtik) ti¢ kez 1/1, ti¢ kez 1/2 diliisyonda, ii¢ kez
1/5 diliisyonda, ii¢ kez 1/10 diliisyonda analiz edildi.

e Her bir madde i¢in tiim diliisyonlarin %Bias ve % CV degerleri hesaplandi.

e Metodun diliisyondan etkilenmedigini gostermek icin Bias +%20 ve CV

degerinin<%20 oldugu gosterilmelidir.
3.4.3.h. Dayanikhhik

e Dayaniklilik ¢alismasi i¢in islenmis numunede (ekstrakte edilmis) analit
diizeyleri zamana kars1 degerlendirildi. Madde diizeyleri 400 ng/mL olarak
hazirlanan numuneler (idrar/tiikiiriik) ekstrakte edildilerek oda sicakliginda (22
°C) 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36. saat bekletildikten sonra analiz edildi.

e Maddelerin kromatogramdaki alanlar1 degerlendirildi.

e Calisma kaspamindaki tiim maddeler igin ekstrakte edilen numunelerde oda
sicakliginda degismeden kalabildigi siireler belirlenir.

e % Bias degeri +%20 olmalidir.
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3.4.4. idrar Numunelerinin Biitiinliik Analizleri
3.4.4.a. Kreatinin Analizi

Idrar numunelerinin biitiinliik testlerinden olan idrar kreatinin analizi icin
Beckman Coulter kreatinin kiti (OSR6178) ile Beckman Coulter AU680 (ABD) cihazi
kullanildi. Kit kreatinin analizi i¢in kit kinetik renk testini (Jaffe yoOntemi)

kullanmaktadir.

Kreatinin analizi i¢in Beckman Coulter idrar kalibratorii (Ref:B64606; Lot:
1032; 169 mg/dL) kullamilarak kalibrasyon yapildi. i¢ kalite kontrol i¢in iki diizey
Liquichek idrar kontrolleri (L1 Ref:387; Lot:88161;54,5 mg/dL) ve (L2 Ref:398;
Lot:88162; 127 mg/dL) kullanildu.

3.4.4.b. pH, Dansite ve Nitrit Analizi

Idrar numunelerinin biitiinliik testlerinden olan pH, dansite ve nitrit 6l¢iimleri
iChem Velocity idrar stribi (Ref:800-7204; Lot: 7204607M) kullanilarak iChem
Velocity 2000 (Beckman Coulter Inc.; ABD) cihazinda analiz yapildi. Analiz i¢in Bio-
Rad qUAntify Plus kontrol kullanild:

pH o6l¢iimii icin cift indikatér kullamilan bir sistemdir. Indikatérler metil
kirmizis1 ve bromotimol mavisi turuncudan yesil ve maviye belirgin bir renk
degisikligi olusturur. pH 5-9 araliginda 6l¢tim yapilmaktadir.

Dansite ol¢iimii idrardaki iyonik ¢oziinenler polielektrolitlerden protonlarin
salinmasina yol agar. Protonlar serbestlestikge pH diiserek bromotimol mavisi, yesil
ve turuncu arasi renklere doner. Renk doniisiimleri ile dansite eslestirilerek 1001-1035
araliginda dansite degeri belirlenir.

Nitrit 6l¢iim, nitritin bir aromatik aminle diazotasyon reaksiyonu ve diazonyum
tuzu olusturmasi esasina dayanir. Reaksiyon alaninda diazonyum tuzunun azo
eslesmesi ile devam eder. Azo boyasi beyazdan pembeye dogru bir renk degisimi ile -

, +, ++, +++ olarak nitrit degerlendirilir.
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3.4.5. idrar Numunelerinin LC-MS/MS Yontemi ile Analiz

Idrar numuneleri igin validasyonu tamamlanan LC-MS/MS yéntemi ile 76
hasta numunesi analiz edildi. Calismaya kadar -80 °C’de muhafaza edilen idrar
numunelerinden birer porsiyon alinarak oda sicakligina gelmesi i¢in 20 dk beklendi.
Oda sicakligina gelen numuneler 60 saniye vortekslenerek homojenize edildi. Vial
icine reaktif A’dan 400 puL ve iizerine 100 pL idrar numunesi eklendi. Vial kapagi
kapatilarak karisim 30 saniye vortekslendi. Vialler numune yiikleyiciye yerlestirildi,
20 ul enjeksiyon voliimii ile MRM pozitif iyon modunda analizler gergeklestirildi. Es
zamanli hazirlanan kalibrator seti ve tiim hasta numuneleri ardisik olarak ayni
calismada analiz edildi. Calisma sonuglar1 LabSolutions Version 5.60 SP2 (2008-
20013 Shimadzu Corporation) yazilimi ile degerlendirildi.

Idrar numunelerinde morfin maddesinin kantitatif sonucunu degerlendirmek
amaci ile glukronidaz ¢alismasi yapildi. Idrar 6rneklerinden 500 pL bir ependorf igine
alinarak glukronidaz ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. 60 °C’ de bir saat inkiibasyona
birakilip sonrasinda oda sicakligina gelmesi beklendi. Hidrolizlenmis numuneden 100
uL ve 500 uL Reagent A (IS) ile karistirilip 30 saniye vortekslendi. Bu islemin

sonunda numuneler analiz edildi.
3.4.6. idrar Numunelerinin immiinolojik Yéntem ile Analizi

Idrar numunelerinin  immiinolojik ydntem ile alman sonuglarmin
karsilagtirilmast amaci ile Microgenics Corporation (Dagitici: Abbott Laboratories
Inc; ABD) firmasinin opiat, ekstazi ve amfetamin kitleri ile ARCHITECT c¢8000 klinik
kimya analizoriinde (Abbott; ABD) analiz edilip sonuglar1 kaydedildi.

Opiat (MULTIGENT Opiates), amfetamin/metamfetamin (MULTIGENT
Amphetamine/Metamphetamine) ve ekstazi (MULTIGENT Ecstasy) analizi igin
kullanilan kitler homojenik enzim immiinolojik yéntemlerdir. Idrarda aranan madde
i¢in gelistirilen monoklonal antikorlar kullanilir. Analiz, spesifik antikor epitoplar1 i¢in
bir enzim isaretli madde ve idrardaki maddenin rekabetine dayanir. Madde numunede
yoksa, spesifik antikor glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) etiketli maddeye

baglanir ve enzim aktivitesi engellenmektedir. GBPDH enzim aktivitesi nikotinamid



50

adenin diniikleotid (NAD)’in NADH’ya doéniismesini spektrofotometrik olarak
340/412 nm’de olgerek belirler.

Opiat analizi i¢in kalitatif uygulama ile 5 diizey kalibrat6r (0, 1.000, 2.000,
4,000, 4.000, 6.000 ng/mL Morfin) kullanilarak 6.000 ng/mL’ye kadar kalibrasyon
grafigi ve 2.000 ng/mL esik deger kullanildi. Bu yontem i¢in uygun olan kalibrator
seti (3L43-10 MULTIGENT DOA MC) ile i¢ kalite kontrolleri gerceklestirildi.

Amfetamin/metamfetamin analizi i¢in kalitatif uygulama ile 5 diizey kalibrator
(0, 500, 1.000, 1.500, 2.000 ng/mL d-Metamfetamin) kullanilarak 2.000 ng/mL’ye
kadar kalibrasyon grafigi ve 500 ng/mL esik deger kullanildi. Bu yontem i¢in uygun
olan kalibrator seti (4P51-10 MULTIGENT DOA MC) ile i¢ kalite kontrolleri
gerceklestirildi.

Ekstazi analizi icin kalitatif uygulama ile 5 diizey kalibrator (0, 250, 500, 750,
1.000 ng/mL MDMA) kullanilarak 1.000 ng/mL’ye kadar kalibrasyon grafigi ve 500
ng/mL esik deger kullanildi. Bu yontem i¢in uygun olan kalibrator seti (3L42-11
MULTIGENT DOA MC) ile i¢ kalite kontrolleri gergeklestirildi.

3.4.7. Tiikiiriik Numunelerinin LS-MS/MS Y éntemi ile Analizi

Tiikiirtik numuneleri i¢in validasyonu tamamlanan LC-MS/MS yontemi ile 76
hasta numunesi analiz edildi. Calismaya kadar -80 °C’de muhafaza edilen tiikiiriik
numunelerinden birer porsiyon alinarak oda sicakligina gelmesi i¢in 20 dk beklendi.
Oda sicakligina gelen numuneler 60 saniye vortekslenerek homojenize edildi. 300 pl
tikiirik numunesi ependorfa alindi ve tizerine 900 puL metanol eklenerek protein
ekstraksiyonu yapildi. Cozelti 30 saniye vortekslendi. 10 dakika 12.000 rpm’de
santrifiijlendi. Ust faz almarak tiikiiriik numuneleri hazir hale getirildi. Temiz bir vial
icine ekstraksiyonu yapilmig numunenin iist fazindan 100 pL alinip tizerlerine 100 uLL
internal standart icen diliisyon soliisyonu eklenip vial kapag: kapatilarak karigim 10
saniye vortekslendi. Vialler numune yiikleyiciye yerlestirildi, 20 uL enjeksiyon
volimii ile MRM pozitif iyon modunda analizler gerceklestirildi. Es zamanlh
hazirlanan kalibrator seti ve tiim hasta numuneleri ardigik olarak ayni ¢alismada analiz
edildi. Calisma sonuglari LabSolutions Version 5.60 SP2 (2008-20013 Shimadzu

Corporation) yazilimi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Cahsmaya Dahil Edilen Hastalar

Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari’nda gerceklestirilen bu
caligmaya katilmayr kabul eden hastalarina “Dahil edilme” ve “Dahil edilmeme”
kriterleri uygulanarak toplam 76 hastadan es zamanli idrar ve tiikiirik Ornekleri
toplandi. Bu hastalardan 70’1 erkek 6’s1 kadin olup, 76 hastanin yas ortalamasi ise 28
yil bulundu. 52 erkek hasta ve 6 kadin hasta naltrekson tedavisi; 6 erkek hasta
nalokson/buprenorfin tedavisi; 12 erkek hasta da tedaviye ilk basvuru hastasiydi (Sekil

4.1). Bu hastalarin demografik verileri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik bilgileri

Tam Kadin Yas Erkek Yas Toplam Yas
Ik Bagvuru - 12 30 (26-39) 12 30 (26-39)
Nalokson/Buprenorfin - 6 27 (23-39) 6 27 (23-39)
Naltrekson 6 27 (23-33) 52 28 (21-41) 58 28 (21-41)
Toplam 6 27(23-33) 70 28(21-41) 76 28 (21-41)
16%
flk Basvuru

8%
Nalokson/Buprenorfin

76%
Naltrekson

Sekil 4.1. Hastalarin demografik dagilim grafigi
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali

tarafindan Opioid Kullanim Bozuklugu tedavisine bagvuran ve OKB tedavisinde takip
edilen hasta grubunda ¢alismay1 kabul eden hastalar su tedavileri almaktaydi.

Nalokson/Buprenorfin tedavisi alan hastalar Suboxone (8mg) tablet kullanan
hastalara giinliik 2x8mg dozda verilmekteydi.

Naltrekson tedavisi alan hastalara Naltrekson Pellet ve Prodetoxon adli 1.000
mg’lik implant 3 ay siireler i¢in uygulanmaktaydi. Ulkemizde 765 mg, 1.000 mg ve
1.865 mg’lik cilt altt uygulama icin pelet formunda 3 ay siire ile etkili naltrekson

implantlar1 bulunmaktadir.
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4.2.  Tdrar Numuneleri icin LC-MS/MS Yéntemi Validasyonu

Idrar numuneleri igin gelistirilen LC-MS/MS yontemi i¢in belirlenen optimum
kosullarda (Tablo 3.7) idrar metodu i¢in hazirlanan standartlar KO (0 ng/mL), K1 (50
ng7mL), K2 (100 ng/mL), K3 (200 ng/mL) ve K4 (400 ng/mL) ¢alisildi. En yliksek
standart (K4) i¢in alinan kromatogramlar Sekil 4.2.’de verilmistir.

Sekil 4.2. Idrar LC-MS/MS yéntemi ile K4 kromotogram gériintiileri. 1. 6-MAM; 2.
BEG; 3. Buprenorfin; 4. Dihidrokodein; 5. EDDP; 6. Eroin; 7. Etilmorfin; 8.
Gabapentin; 9. Kodein; 10. Kokaetilen; 11. Kokain; 12. MBDB
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Sekil 4.2. (Devami) 13. MDA; 14. MDEA; 15. MDMA; 16. Metadon;
17.Metamfetamin; 18. Morfin; 19. Nalokson; 20. Naltrekson; 21. Norbuprenorfin; 22.
Norkodein; 23. Normorfin; 24. Oksikodon; 25. Pregabalin; 26. Tramadol; 27. Nalorfin
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K1 (50 ng/mL), K2 (100 ng/mL), K3 (200 ng/mL) ve K4 (400 ng/mL)

standartlarinin ardisik bes giin calisilmasi ile elde edilen verilerden regresyon ve

korelasyon degerlerinin ortalamalar: Tablo 4.2°de gosterilmistir. Her bir analiz i¢in

elde edilen dogrusal kalibrasyon grafiklerinin regresyon sabitleri >0,990 bulundu.

Tablo 4.2. idrar LC-MS/MS ydnteminde analitik aralik ve dogrusallik ¢alismasi

Madde R? r Madde R? r

6-MAM 0,99969304 0,99984654 MDEA 0,99985102  0,9999255
BEG 0,99961736 0,99980866 MDMA 0,99974702  0,99987348
Buprenorfin 0,99812418 0,99973558 Metadon 0,99978166  0,9998908
Dihidrokodein 0,99957248 0,99978618 Metamfetamin 0,99769522  0,9960576
EDDP 0,99941816 0,99970902 Morfin 0,99904112  0,99952038
Eroin 0,99977806  0,99988902 Nalokson 0,9997908  0,9980954
Etilmorfin 0,99928848  0,9996442  Naltrekson 0,99907108  0,9995354
Gabapentin 0,99961306  0,9998065  Norbuprenorfin 0,99893608 0,99946786
Kodein 0,99705696  0,99942826  Norkodein 0,9992165  0,99817498
Kokaetilen 0,99970294 0,999950401 Normorfin 0,999758406 0,99987948
Kokain 0,99965408 0,99982704 Oksikodon 0,99900714  0,99950342
MBDB 0,99977448 0,99988724  Pregabalin 0,99920248 0,99960112
MDA 0,9989168  0,99945816 Tramadol 0,99964102  0,9998205

Analitik aralik ve dogrusallik ¢aligmalari i¢in K1-K4 standartlarinin ardisik bes

giin ¢alisilmasi ile elde edilen verilerin ortalamalari ile gizilen kalibrasyon grafikleri

Sekil 4.3 te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. (Devami) Idrar LC-MS/MS kalibrasyon grafikleri

4.2.2. Saptama ve Kantitasyon Simir1

Analitik aralik ve dogrusallik i¢in yapilan calismada elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin egim ve y kesim noktas1 verileri kullanilarak ¢alistigimiz yirmi alti madde
icin LOD degerleri hesaplandi (Tablo 4.3.). Elde edilen LOD degerlerinin hepsi en

diisiik kalibrator degeri olan 50 ng/mL’nin altinda bulundu. Tiim maddeler i¢in en
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diisiik kalibrator (50 ng/mL) diizeyinde Bias +%20 ve %CV degerlerinin <%20 oldugu
belirlenerek LOQ degeri olarak 50 ng/mL olarak alindi.

Tablo 4.3. Idrar LC-MS/MS LOD degerleri

6-MAM Egim Y kesim BEG Egim Y kesim Buprenorfin Egim Y kesim
Run 1 1,0226 6,4391 Run 1 0,9765 6,6087 Run 1 1,0079 2,2522
Run2 0,9809 5,4087 Run2 0,9628 10,478 Run2 0,9854 4,0826
Run 3 0,9914 2,3826 Run 3 0,9835 4,6478 Run 3 0,9925 2,1087
Run 4 0,9953 1,287 Run 4 0,977 6,4609 Run 4 1,0056 1,6435
Run 5 0,9957 1,1522 Run 5 0,9724 7,7783 Run 5 1,0157 4,4913
Ortalama 0,9972  2,7782667 Ortalama  0,9744 7,19474 Ortalama 1,0014  2,91566
STD Sapma  0,0154  2,4393466 | STD Sapma 0,0076  2,1499538 STD Sapma 0,011  1,2800532
8,0726087 7,2809487 4,2181858
LOD 8 LOD 7,2 LOD 4,2
Dihidrokodein  Egim Y kesim EDDP Egim Y kesim Eroin Egim Y kesim
Run 1 1,007 2,0391 Run 1 1,0071 2,0522 Run 1 0,972 7,8783
Run2 0,9855 4,0348 Run2 0,9789 5,9304 Run2 0,985 42174
Run 3 0,9815 5,213 Run 3 0,9926 2,0391 Run 3 1,0089 2,5478
Run 4 0,9965 0,9087 Run 4 0,9998 0,0043 Run 4 1,0052 15
Run 5 1,0107 3,1087 Run 5 1,0118 3,3957 Run 5 0,9776 6,3
Ortalama 0,9962 3,06086 Ortalama 0,998 2,68434 Ortalama 0,9897 4,4887
STD Sapma  0,0128  1,5005559 | STD Sapma 0,0129  2,1818277 STD Sapma 0,0165 2,6240817
4,9705237 7,2141712 8,7492369
LOD 4,9 LOD 7,2 LOD 8,7
Etilmorfin Egim Y kesim Gabapentin __ Egim Y kesim Kodein Egim Y kesim
Run 1 0,9753 6,9739 Run 1 0,9916 2,3435 Run 1 0,9961 1,087
Run2 0,973 7,5826 Run2 0,974 7,3435 Run2 0,9973 0,7304
Run 3 0,9909 2,5087 Run 3 0,9833 3,3087 Run 3 0,9891 3,013
Run 4 0,9871 3,613 Run 4 0,9791 6,1348 Run 4 1,0058 1,7174
Run 5 1,0015 0,4652 Run 5 0,973 7,5609 Run 5 0,9953 1,2652
Ortalama 0,9856 4,22868 Ortalama  0,9802 5,33828 Ortalama 0,9967 1,5626
STD Sapma  0,0117  3,0119009 | STD Sapma 0,0076  2,3813491 STD Sapma 0,006 0,8852714
10,084899 8,0171923 2,9310095
LOD 10 LOD 8 LOD 2,9
Kokaetilen Egim Y kesim Kokain Egim Y kesim MBDB Egim Y kesim
Run 1 0,998 0,3 Run 1 0,9903 2,6696 Run 1 0,9769 6,487
Run2 0,9754 6,8826 Run2 0,9901 2,787 Run2 0,9665 9,4522
Run 3 1,0055 1,5739 Run 3 0,9905 2,6304 Run 3 0,977 6,4957
Run 4 0,9874 3,5174 Run 4 0,9989 0,2652 Run 4 0,9575 11,97
Run 5 1,0037 1,0913 Run 5 0,9928 1,9783 Run 5 0,9788 5,9435
Ortalama 0,994 2,67304 Ortalama  0,9925 2,0661 Ortalama 0,9713  8,06968
STD Sapma  0,0126  2,6350839 | STD Sapma 0,0037  1,0551414 STD Sapma 0,0091 2,5800576
8,7482664 3,5082079 8,7654065
LOD 8,7 LOD 3,5 LOD 8,7
MDA Egim Y kesim MDEA Egim Y kesim MDMA Egim Y kesim
Run 1 0,9775 6,313 Run 1 0,9917 2,287 Run 1 0,9819 5,0913
Run2 0,9971 0,7696 Run2 0,9623 10,613 Run2 0,9796 5,7565
Run 3 0,9792 5,8565 Run 3 0,9849 4,2304 Run 3 0,9942 1,5391
Run 4 0,9816 5,1565 Run 4 0,9741 7,2522 Run 4 0,9586 9,5609
Run 5 0,9578 11,939 Run 5 0,9741 7,2522 Run 5 0,9792 5,8435
Ortalama 0,9786 6,00692 Ortalama  0,9774 6,32696 Ortalama 0,9787  5,55826
STD Sapma 0,014  3,9830459 | STD Sapma 0,0113  3,1937093 STD Sapma 0,0128 2,8510299
13,430936 10,782715 9,6131591
LOD 13,4 LOD 10,7 LOD 9,6
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Metamfetamin  Egim Y kesim Metadon Egim Y kesim Morfin Egim Y kesim
Run 1 0,9865 3,8087 Run 1 0,981 5,3043 Run 1 1,0244 7
Run2 0,9611 10,948 Run2 0,9839 4,5478 Run2 1,0018 0,5609
Run 3 0,972 7,8783 Run 3 1,0042 1,2609 Run 3 1,0109 3,113
Run 4 0,9612 10,943 Run 4 1,02 5,7217 Run 4 0,9991 0,1913
Run 5 0,9753 6,9652 Run5 0,9721 7,887 Run5 1,0054 1,5826

Ortalama 0,9712 8,10864 Ortalama  0,9922 4,94434 Ortalama 1,0083  2,48956
STD Sapma  0,0106  2,9977307 | STD Sapma 0,0195  2,4040633 STD Sapma 0,01  2,7639216
10,185654 7,9954537 9,0456813
LOD 10 LOD 7 LOD 9
Nalokson Egim Y kesim Naltrekson  Egim Y kesim Norbuprenorfin  Egim Y kesim
Run 1 1,0387 12,787 Run 1 1,0036 1,0783 Run 1 0,9994 0,1391
Run2 1,0081 2,3261 Run2 0,9965 0,9304 Run2 0,9937 1,7087
Run 3 1,0127 3,687 Run 3 0,9809 5,3652 Run 3 0,9989 0,287
Run 4 0,9846 4,2957 Run 4 0,9894 2,9957 Run 4 0,9876 34
Run 5 0,9726 17,7174 Run5 1,014 4 Run5 0,995 1,3609
Ortalama 1,0033 6,16264 Ortalama  0,9969 2,87392 Ortalama 0,9949  1,37914
STD Sapma  0,0258  4,2021638 | STD Sapma 0,0127  1,9033447 STD Sapma 0,0048 1,315607
13,820978 6,3006956 4,3636704
LOD 13,8 LOD 6,3 LOD 4,3

Norkodein Egim Y kesim Normorfin  Egim Y kesim Oksikodon Egim Y kesim
Run 1 1,0027 0,7739 Run 1 1,0086 2,5174 Run 1 0,9887 3,1348
Run2 0,9905 2,6522 Run2 1,0048 1,3783 Run2 0,9885 4,0348
Run 3 0,988 3,3217 Run 3 0,9994 0,1043 Run 3 0,9783 6,0913
Run 4 0,9947 1,413 Run 4 1,0122 3,5174 Run 4 0,9815 5,2261
Run 5 0,9887 3,1348 Run 5 0,998 0,5435 Run 5 1,0029 0,8913

Ortalama 0,9929 2,25912 Ortalama  1,0046 1,61218 Ortalama 0,988 3,87566
STD Sapma  0,0061  1,1149216 | STD Sapma 0,006 1,4071039 STD Sapma 0,0095 2,0132904
3,7054762 4,6221808 6,724689
LOD 3,7 LOD 4,6 LOD 6,7
Pregabalin Egim Y kesim Tramadol Egim Y kesim
Run 1 0,9944 1,5435 Run 1 0,9685 8,887
Run2 0,9923 2,1348 Run2 0,9887 2,1348
Run 3 0,9873 3,5304 Run 3 0,985 42174
Run 4 0,9987 0,3348 Run 4 0,9799 5,613
Run 5 1,0127 3,6522 Run 5 0,9974 0,7043
Ortalama 0,9971 2,23914 Ortalama  0,9839 4,3113
STD Sapma  0,0096  1,3951168 | STD Sapma 0,0107  3,1775727
4,6173682 10,657577
LOD 4,6 LOD 10,6




4.2.3. Bias ve Kesinlik

Bes giinlik c¢aligsmalarin ortalamalariyla elde ettigimiz

maddelerimizin % Bias degerleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir. Tim

maddeler i¢in % Bias degerleri -5,1 ile 4,1 arasinda ve %Bias degerlerinin £20 iginde

oldugu bulundu.

Tablo 4.4 idrar LC-MS/MS 300, 150, 75 ng/mL icin Bias degerleri

sonuglardan

300 ng/mL 150 ng/mL 75 ng/mL
Madde % Bias % Bias % Bias
6-MAM 1,0 1,0 0,2
BEG 3,3 2,8 0,6
Buprenorfin 3,0 2,4 -0,2
Dihidrokodein 0,7 0,6 14
EDDP 3,9 1,5 -14
Eroin 2,2 1,9 0,9
Etilmorfin 3,1 1,7 0,5
Gabapentin 1,9 0,4 2,0
Kodein 3,7 1,3 0,6
Kokaetilen 41 1,8 0,5
Kokain 3,7 2,4 1,1
MBDB 4,1 24 2,5
MDA 2,5 1,2 -0,7
MDEA 4,8 3.1 2,0
MDMA 3,6 0,8 1,7
Metadon 41 1,9 3,2
Metamfetamin 41 2,1 0,5
Morfin 2,3 14 -0,9
Nalokson 1,4 2,3 -0,04
Naltrekson 2,4 0,7 -0,2
Norbuprenorfin 3,7 -0,1 1,2
Norkodein 3,1 1,7 0,1
Normorfin 2,7 2,8 -0,4
Oksikodon 0,3 0,08 0,3
Pregablin 15 -0,09 -5,8
Tramadol 3,6 1,8 -0,03
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Sekil 4.4. Idrar LC-MS/MS 300, 150, 75 ng/mL i¢in Bias degerleri grafigi



60

Kesinlik ¢alismasi i¢in giin i¢i (Tablo 4.5. ve Sekil 4.5.) ve giinler aras1 (Tablo
4.6. ve Sekil 4.6.) calismalarinda %CV hesaplandi. Tiim maddeler i¢in %CV degerleri
giin i¢1 %0, 1 ile %6,3 arasinda; giinler aras1 %1,9 ile %8,8 arasinda ve %20 nin altinda

bulundu.

Tablo 4.5. idrar LC-MS/MS giin i¢i varyasyon (%CV) degerleri

300 ng/mL 150 ng/mL 75 ng/mL

Madde %CV %CV %CV
6-MAM 3,0 2,1 4,2
BEG 3,1 1,2 0,4
Buprenorfin 2,2 3,2 1,9
Dihidrokodein 2,4 3,3 2,8
EDDP 0,5 1,7 0,9
Eroin 3,4 2,5 0,8
Etilmorfin 2,8 2,0 0,7
Gabapentin 1,1 2,6 34
Kodein 4,2 3,8 3.9
Kokaetilen 1,6 2,6 2,7
Kokain 1,1 0,2 3,4
MBDB 1,0 0,1 3,2
MDA 1,5 2,7 1,7
MDEA 1,5 1,1 4,5
MDMA 1,6 0,8 2,2
Metadon 0,6 0,8 4,1
Metamfetamin 0,9 2,3 2,2
Morfin 1,6 0,7 3,8
Nalokson 2,1 2,5 6,3
Naltrekson 0,4 2,9 3,6
Norbuprenorfin 4,7 3,2 5,2
Norkodein 3,1 4.4 2,5
Normorfin 45 0,8 3,3
Oksikodon 3,1 1,0 572
Pregabalin 2,9 0,7 3,6
Tramadol 0,5 0,8 1,6
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Sekil 4.5. Idrar LC-MS/MS giin i¢i varyasyon (%CV) degerleri grafigi



Tablo 4.6 idrar LC-MS/MS giinler aras1 varyasyon (%CV) degerleri

300 ng/mL 150 ng/mL 75 ng/mL
Madde %CV %CV %CV
6-MAM 2,4 2,8 3,7
BEG 1,9 2,0 3,1
Bubrenorfin 29 3,0 4,0
Dihidrokodein 2,8 2,6 34
EDDP 3,3 1,9 3,3
Eroin 2,4 2,3 2,4
Etilmorfin 2,0 2,3 2,1
Gabapentin 2,8 1,9 3,7
Kodein 3,0 3,4 4,1
Kokaetilen 3,5 2,3 3,5
Kokain 2,5 2,6 2,8
MBDB 2,8 2,5 2,5
MDA 2,1 3,5 2,9
MDEA 2,8 2,4 3,0
MDMA 2,3 2,3 3,2
Metadon 4,6 2,6 2,9
Metamfetamin 2,4 2,6 3,3
Morfin 25 2,7 2,8
Nalokson 2,5 2,2 4,0
Naltrekson 3,4 2,8 3,1
Norbubrenorfin 3,4 3,2 3,8
Norkodein 2,5 3,8 3,1
Normorfin 3,0 2,7 35
Oksikodon 2,5 3,1 3,9
Pregabalin 2,3 2,3 8,8
Tramadol 2,1 2,2 3,9
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Sekil 4.6. Idrar LC-MS/MS giinler aras1 varyasyon (%CV) degerleri
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4.2.4. Siiriiklenme

En yiiksek kalibrator K4 (400 ng/mL) sonrasi ii¢ giin ardarda verdigimiz bos
numunelerden aldigimiz sinyallerin konsantrasyonlar1 Tablo 4.7. ve Sekil 4.7.’de
verilmistir. Alinan okumalarin en diisiik kalibrator diizeyi olan 50 ng/mL’nin %10

degerinin altinda oldugu bulundu.

Tablo 4.7 idrar LC-MS/MS siiriiklenme ¢alismasi

K4 sonrasi alinan sinyal i¢in konsantrasyon (ng/mL)

Madde 1. giin 2. giin 3. giin
6-MAM 1,11 0,1 0,5
BEG 0,25 0,05 0,19
Buprenorfin 0 0 0
Dihidrokodein 0,23 0,22 1
EDDP 0 0,37 0
Eroin 0,04 0,12 0,02
Etilmorfin 0,62 0,73 0,2
Gabapentin 0,59 0,21 0,77
Kodein 2,42 0 0
Kokaetilen 0 0,08 0,31
Kokain 0,04 0,01 0
MBDB 0,1 0,07 0,19
MDA 0,53 2,3 1,34
MDEA 0 0,12 0,1
MDMA 0,12 0,07 0,14
Metadon 0 0,01 0
Metamfetamin 0,23 0,48 0,05
Morfin 1,18 0,56 0,85
Nalokson 0,19 0,59 0,62
Naltrekson 0 0 1,6
Norbuprenorfin 2,78 1,27 1,33
Norkodein 1,43 0 3,8
Normorfin 3,17 1,56 1,39
Oksikodon 0,87 3,89 0,1
Pregabalin 0,86 0,59 0,29
Tramadol 0,01 0,02 0,01
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Sekil 4.7. idrar LC-MS/MS siiriiklenme grafigi
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4.25. Girisim

Idrar girisim calismasinda matriksin madde analizlerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile internal standart igermeyen {i¢ farkli “bos idrar” numunesi
analiz edildi. Internal standart icin belirlenen pik tespit zamaninda (RT) sinyal
alinmadig gosterildi.

Ayrica internal standart eklenmeyen yiiksek konsantrasyonlu numune
enjeksiyonu sonucunda internal standartin kromatogramdaki gelme (RT) zamaninda
anlaml1 sinyal alinmadig: belirlendi.

Girisim ¢alismasi i¢in sertralin, klozapin, parasetamol, efedrin, amlodipin,
nikotin, klobozam, ketiapin, levetrisetam ve sitolopram kullanimi olan kisilerin idrar
numuneleri kullanildi. Bu numunelerde yirmi alti maddenin gelis zamanlarindaki (RT)
sinyaller degerlendirildi (Tablo 4.8. ve Sekil 4.8.). Sonuglar 0 — 4,8 arasinda bulunarak
hedeflenen en diisiik kalibratér diizeyinin (50 ng/mL) %10’undan (<5 ng/mL) az
oldugu belirlendi. Girisim c¢alismast i¢in secilen bilesiklerle etkilesim olmadigi

sonucuna varildi.



Tablo 4.8. idrar LC-MS/MS girisim ¢alismas (*)
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Madde konsantrasyon (ng/mL)

Madde A B C D E F G H | J
6-MAM 05 04 05 31 18 0,8 0 0,2 3 1,3
BEG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Buprenorfin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dihidrokodein 0 0 0,3 0 0 0 0 0 0 0
EDDP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eroin 0 27 08 34 45 09 04 05 16 23
Etilmorfin 0,7 0 3,1 0 4,1 0 0,4 0 0,7 22
Gabapentin 2,3 3 26 44 4 4?2 08 34 03 0,7
Kodein 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0
Kokaetilen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kokain 0 03 02 02 02 02 0,1 0 01 01
MBDB 0 0,4 0 01 02 02 0 0 02 01
MDA 22 32 44 15 48 1 1 23 39 09
MDEA 0,2 0 0,2 0 0 0 0 0 0 0
MDMA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metadon 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metamfetamin 03 08 07 01 04 08 04 09 05 1.2
Morfin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nalokson 0,9 0 0 0 0 0 0 0 0,7 0
Naltrekson 1,8 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Norbuprenorfin 3 1,7 27 48 05 19 3,7 37 42 31
Norkodein 0 0 0 24 46 09 0 0 4,3 0
Normorfin 31 27 0 0 2,5 0 0 1,7 29 34
Oksikodon 0 0 0,9 0 0 0 0 0 0 0,6
Pregabalin 18 41 23 12 4 2 4 31 29 1.2
Tramodol 0 01 06 0 0,7 0 0,5 0 0,1 0
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Sekil 4.8. Idrar LC-MS/MS girisim grafigi (*)

*A: sertralin, B: klozapin, C: parasetamol, D: efedrin, E: amlodipin, F:

H: ketiapin, I:I evetrisetam, J: sitolopram

nikotin, G: klobozam,
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4.2.6. Tyonizasyon Etkilesimi

Iyonizasyon etkilesim ¢alismasmin sonuglar1 asagidaki Tablo 4.9. ve Sekil
4.9°da  gosterilmistir. Iyonizasyon etkilesiminin  degerlendirilmesinde tiim
parametreler i¢in % degisim (baskilanma veya artmanin) %-19,4 ile %11 araliginda

bulunup %25’in altinda oldugu saptandi.

Tablo 4.9. Idrar LC-MS/MS % baskilanma veya artma degerleri

% Degisim % Degisim

Madde 50 ng/mL 400 ng/mL
6-MAM -15,0 -12,7
BEG -5,1 -5,7
Buprenorfin -10,4 -2,9
Dihidrokodein -9,3 -9,3
EDDP 0,7 4.4
Eroin -14,3 -6,4
Etilmorfin 54 -18,3
Gabapentin -7.0 -8,8
Kodein -14 -6,2
Kokaetilen -2,1 -5,9
Kokain -8,9 -75
MBDB -9,7 -15,9
MDA -3,3 -10,9
MDEA -4,6 -13,7
MDMA -10,6 -17,8
Metadon 6,3 -2,0
Metamfetamin -6,6 -19,4
Morfin -1,6 -3,8
Nalokson -8,0 -12,7
Naltrekson -17,6 -19,4
Norbuprenorfin -16,3 111
Norkodein -7.4 -9,3
Normorfin -2,4 -8,1
Oksikodon -10,0 -171
Pregabalin 0,7 -13,8
Tramadol -5,4 -2,2
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Idrar diliisyon biitiinliigii calismasi her bir maddenin 1600 ng/mL olarak

hazirlandigr numunenin 1/2, 1/5, 1/10 diliisyonlarin1 hazirlayarak bu diliisyondaki

BIAS ve kesinlik degerleri asagidaki Tablo 4.10 ve Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

Tablo 4.10 Idrar LC-MS/MS diliisyon biitiinliigii calismas1 sonuglari.

Madde 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10
1600 ng/mL Bias Bias Bias %CV %CV %CV
6-MAM 0,3 0,8 0,9 0,5 0,5 0,2
BEG 0,6 0,5 1 0,3 0,6 0,8
Buprenorfin 0,6 2,3 2,2 2,5 1,7 1
Dihidrokodein 2,6 0,6 0,5 2,2 0,1 0,8
EDDP 3,1 0,4 1,9 1,6 0,4 1,1
Eroin 1 0,08 0,5 1,9 0,6 1
Etilmorfin 1,7 1 14 0,6 0,4 1,2
Gabapentin 0,3 1,2 0,6 2 1,1 0,3
Kodein 2 1,4 0,02 4,6 0,4 0,3
Kokaetilen 0,5 0,4 0,6 3.1 1,6 1,3
Kokain 1,2 2,1 0,06 11 1 0,4
MBDB 1,2 2,7 2,3 0,8 1,2 1,1
MDA 2,2 0,7 0,1 1,4 1,1 2,4
MDEA 0,3 1 0,1 1,7 1,2 0,8
MDMA 0,8 0,2 0,4 3,7 0,7 1,2
Metadon 1 1,4 0,1 0,6 1,6 0,2
Metamfetamin 2,8 0,5 0,8 0,7 0,4 0,6
Morfin 35 3,6 2,9 0,8 0,7 1,1
Nalokson 0 0,7 1,4 1 0,8 0,09
Naltrekson 1 1 0 0,5 0,4 0,5
Norbubrenorfin 3,1 55 3,5 1,2 0,6 1,7
Norkodein 0,1 0,9 2 0,9 0,9 0,8
Normorfin 1,1 0,8 1 15 0,5 0,9
Oksikodon 0,4 0,1 0,8 0,7 0,8 0,2
Pregabalin 0,9 4,6 0,3 0,7 5,9 1,4
Tramadol 2,3 1,5 0,1 0,5 1 0,6
7
6
5
4
3
- M
(1) 0. » | I I [ | Il.1 I I it 0T Dl I (AL
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Sekil 4.10. Idrar LC-MS/MS diliisyon biitiinliigii grafigi
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Dayaniklilik ¢aligmasi igin ekstrakte edilen numuneler oda sicakliginda (22 °C)
0, 6, 12, 18, 24, 30, 36. saate bekletildikten sonra analiz edildi. Her madde i¢in %
degisim degerleri belrilendi (Tablo 4.11. ve Sekil 4.11.). Her maddeyi kapsayacak

sekilde oda sicakliginda en fazla 12 saat beklemenin %20 degisimi asmadig1 belirlendi.

Tablo 4.11. idrar LC-MS/MS dayaniklilik ¢alismasi

Oda sicakhiginda (22 °C) bekleme siireleri ve % degisim

Madde 6.saat 12.saat 18.saat 24.saat 30.saat  36.saat
6-MAM 12% 13% 15% 17% 19% 21%
BEG 4% 6% 8% 12% 16% 16%
Buprenorfin 8% 11% 13% 17% 28% 35%
Dihidrokodein 1% 1% 2% 12% 19% 34%
EDDP 2% 17% 18% 30% 36% 39%
Eroin 2% 4% 4% 21% 22% 36%
Etilmorfin 4% 8% 14% 17% 38% 41%
Gabapentin 17% 19% 21% 32% 32% 47%
Kodein 6% 7% 13% 16% 27% 43%
Kokaetilen 3% 4% 5% 6% 14% 18%
Kokain 4% 9% 16% 24% 25% 26%
MBDB 0% 0% 1% 10% 10% 11%
MDA 16% 19% 21% 27% 44% 45%
MDEA 0% 4% % 19% 19% 19%
MDMA 0% 1% 10% 12% 16% 21%
Metadon 3% 4% 9% 26% 29% 31%
Metamfetamin 4% 6% 10% 25% 26% 28%
Morfin 5% 14% 32% 34% 35% 47%
Nalokson 1% 8% 13% 16% 27% 29%
Naltrekson 1% 10% 19% 21% 23% 27%
Norbuprenorfin 11% 17% 18% 27% 41% 42%
Norkodein 7% 13% 19% 30% 31% 32%
Normorfin 0% 6% 9% 17% 22% 49%
Oksikodon 9% 10% 15% 15% 24% 30%
Pregabalin 2% 2% 6% 18% 24% 25%
Tramadol 1% 4% 10% 15% 15% 15%
100%
w1 |I||||I.| |I| il ||.| ||| ||
6.saat 12. saat 18. saat 24, saat 30.saat 36.saat

H 6-MAM BEG Buprenorfin Dihidrokodein HEDDP

M Eroin M Etilmorfin B Gabapentin H Kodein M Kokaetilen

B Kokain H MBDB H MDA MDEA MDMA

Metadon Metamfetamin Morfin B Nalokson M Naltrekson
B Norbuprenorfin Norkodein B Normorfin B Oksikodon Pregabalin

Sekil 4.11. idrar LC-MS/MS dayaniklilik grafigi
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4.3.  Tiikiiriik Numuneleri i¢cin LC-MS/MS Yéntemi Validasyonu

Tukiirik numuneleri i¢in gelistirilen LC-MS/MS yontemi i¢in belirlenen
optimum kosullarda (Tablo 3.10.) tiikiiriikk metodu i¢in hazirlanan standartlar KO (0
ng/mL), K1 (25 ng/mL), K2 (50 ng/mL), K3 (100 ng/mL), K4 (200 ng/mL), K5 (400
ng/mL) ve K6 (800 ng/mL) calisildi. En yiiksek standart (K6) igin alinan
kromatogramlar Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Tiikiiriik LC-MS/MS yontemi ile K6 kromatogram goriintiileri. 1. 6-
MAM; 2. BEG; 3. Buprenorfin; 4. Dihidrokodein; 5. EDDP; 6. Eroin; 7. Etilmorfin;
8. Gabapentin; 9. Kodein; 10. Kokaetilen; 11. Kokain; 12. MBDB
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Sekil 4.12. (Devami) Tiikiiritk LC-MS/MS yontemi ile K6 kromatogram goriintiileri.
13. MDA; 14. MDEA; 15. MDMA; 16. Metadon; 17. Metamfetamin; 18. Morfin; 19.
Nalokson; 20. Naltrekson; 21. Norbuprenorfin; 22. Norkodein; 23. Normorfin; 24.

Oksikodon; 25. Pregabalin; 26. Tramadol
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Sekil 4.12. (Devami) Tikiirik LC-MS/MS yontemi ile K6 kromatogram
goriintiileri.27. d36-MAM; 28. d3-BEG; 29. ds-MDA; 30. ds-MDEA,; 31. ds.xMDMA,;
32. ds-Metamfetamin; 33. ds-Morfin
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Bes giin artarda yapilan kalibrator seti (0, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL,

200 ng/mL, 400 ng/mL, 800 ng/mL) analizleri sonucunda ortaya ¢ikan yirmi alti

maddenin regresyon ve korelasyon degerlerinin ortalamasi

Tablo 4.12’de

gosterilmigtir. Dogrusal kalibrasyon modelimiz regresyon sabitinin >0,990 oldugu

bulunmustur.

Tablo 4.12 Tiikiirik LC-MS/MS yonteminde analitik aralik ve dogrusallik ¢aligsmasi

Madde R? r Madde R? r

6-MAM 0,99810006 0,99904942 MDEA 0,99765996 0,99882898
BEG 0,99786544 0,9989317 MDMA 0,99582078 0,99790458
Buprenorfin 0,9968724  0,9984346 Metadon 0,99911004 0,99955488
Dihidrokodein 0,99656206 0,9982776 Metamfetamin 0,99750724 0,99875162
EDDP 0,99540842  0,9976998  Morfin 0,99771964 0,99885886
Eroin 0,99341692 0,99670174 Nalokson 0,9982227 0,99915106
Etilmorfin 0,99694758 0,99847204 Naltrekson 0,99859442  0,99929686
Gabapentin 0,99676184 0,99837912 Norbuprenorfin 0,99738114 0,9986891
Kodein 0,99784064 0,9989194 Norkodein 0,99786606  0,998932
Kokaetilen 0,99866182 0,99933054 Normorfin 0,9981713  0,9990852
Kokain 0,99925486 0,99962736 Oksikodon 0,99540828 0,99769846
MBDB 0,99702942 0,99851312 Pregabalin 0,99613012  0,9980626
MDA 0,99713708 0,99856702 Tramadol 0,99891058 0,99945512

Analitik aralik ve dogrusallik ¢alismalar icin K1-K6 standartlarinin ardigik bes giin

calisilmasi ile elde edilen verilerin ortalamalart ile gizilen kalibrasyon grafikleri Sekil

4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. (Devami) Tiikiiriikk LC-MS/MS kalibrasyon grafikleri
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Saptama ve Kantitasyon Siniri
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Analitik aralik ve dogrusallik i¢in yapilan ¢alismada elde edilen kalibrasyon

grafiklerinin egim ve y kesim noktasi verileri kullanilarak ¢alistigimiz yirmi altt madde

icin LOD degerleri hesaplandi (Tablo 4.13.). Elde edilen LOD degerlerinin hepsi en

diisiik kalibrator degeri olan 25 ng/mL’nin altinda bulundu. Tiim maddeler i¢in en
diistik kalibrator (25 ng/mL) diizeyinde Bias £%20 ve %CV degerlerinin <%20 oldugu

belirlenerek LOQ degeri olarak 25 ng/mL olarak alindi.



Tablo 4.13. Tikiirik LC-MS/MS LOD degerleri
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6-MAM Egim Y kesim BEG Egim Y kesim Buprenorfin Egim Y kesim
Run 1 0,9814 10,009 Run 1 0,9964 11,9318 Run 1 1,0054 12,9627
Run2 0,9819 19,7507 Run2 0,9981 0,99 Run2 1,0159 8,6383
Run 3 1,0041 0,9965 Run 3 0,9806 10,338 Run 3 0,9935 3,4652
Run 4 0,9882 7,01 Run 4 0,9808 10,331 Run 4 0,9897 5,596
Run 5 0,99 4,7025 Run 5 0,964 11,212 Run 5 1,011 5,9806
Ortalama 0,9891 5,41145 Ortalama 0,984  6,96056 Ortalama 1,0031 5,32856
STD Sapma 0,0092 3,763627 | STD Sapma 0,0139 5,0442473 | STD Sapma 0,01 2,2649759
12,556585 16,917027 7,4513214
LOD 12,5 LOD 16,9 LOD 7,4
Dihidrokodein Egim Y kesim EDDP Egim Y kesim Eroin Egim Y kesim
Run 1 0,9598 20,586 Run 1 1,0098 5,1846 Run 1 0,9736 11,984
Run2 0,9672 17,438 Run2 1,0297 9,007 Run2 0,9919 13,609
Run 3 0,9869 7,0463 Run 3 1,0055 11,7637 Run 3 0,999  3,1567
Run 4 0,9804 10,24 Run 4 1,0122 4,609 Run 4 0,9962 8,2363
Run 5 0,98 10,449 Run 5 1,023  3,6527 Run 5 0,9856 9,105
Ortalama 0,9749 13,15186 | Ortalama 1,016 4,8434 Ortalama 0,9893 19,2182
STD Sapma 0,011  5,0338788 | STD Sapma 0,01 2,6650162 | STD Sapma 0,0101 4,0201834
17,04019 8,6557156 13,410635
LOD 17 LOD 8,6 LOD 13,4
Etilmorfin Egim Y kesim Gabapentin Egim Y kesim Kodein Egim Y kesim
Run 1 0,9849 8,1104 Run 1 1,0001 0,1388 Run 1 0,9824 19,2582
Run2 0,9883 6,2836 Run2 1,0029 11,5975 Run2 0,9772 12,285
Run 3 0,9625 19,971 Run 3 0,9838 19,9179 Run 3 0,9916 4,4667
Run 4 0,9881 6,2383 Run 4 0,9877 15,9891 Run 4 0,9885 6,1771
Run 5 0,9803 5,7502 Run 5 1,0136 8,7269 Run 5 0,9849 8,3468
Ortalama 0,9808 19,2707 Ortalama 0,9976 5,27404 Ortalama 0,9849 8,10676
STD Sapma 0,0107 6,0488605 | STD Sapma 0,012  4,2978665 | STD Sapma 0,0056 2,9922712
20,351583 14,216795 10,025682
LOD 20,3 LOD 14,2 LOD 10
Kokaetilen Egim Y kesim Kokain Egim Y kesim MBDB Egim Y kesim
Run 1 1,0029 1,5662 Run 1 0,9841 8,5642 Run 1 0,9911 14,7602
Run2 1,0021 1,206 Run2 0,9939 3,652 Run2 1,009  4,9527
Run 3 0,9935 3,4652 Run 3 0,9889 6,0035 Run 3 1,0065 3,593
Run 4 0,9966 2,3662 Run 4 0,9914 45781 Run 4 0,9994 0,3144
Run 5 0,9839 7,999 Run 5 0,986  7,1876 Run 5 0,9906 5,4642
Ortalama 0,9958 3,32052 Ortalama 0,9889 5,99708 Ortalama 0,9993 3,8169
STD Sapma 0,0077 2,7553887 | STD Sapma 0,004  1,9697962 | STD Sapma 0,0085 2,0743126
9,1311335 6,573557 6,8498896
LOD 9,1 LOD 6,5 LOD 6,8
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MDA Egim Y kesim MDEA Egim Y kesim MDMA Egim Y kesim
Run 1 1,0221 12,036 Run 1 0,9945 14,1841 Run 1 1,0069 2,5164
Run2 0,9886 6,098 Run2 1,0072 1,0701 Run2 1,0226 2,9776
Run 3 0,9909 4,8617 Run 3 0,9827 9,307 Run 3 0,98 10,797
Run 4 0,9852 7,9602 Run 4 0,9905 5,0647 Run 4 0,9887 6,105
Run 5 0,994 12,399 Run 5 0,9946 7,6279 Run 5 0,9803 10,605
Ortalama 0,9962 8,67098 Ortalama 0,9939 5,45076 Ortalama 0,9957 6,6002
STD Sapma 0,0149 3,4226284 | STD Sapma 0,0089 3,1841081 STD Sapma 0,0186 3,9905335
11,338213 10,572046 13,225631
LOD 11,3 LOD 10,5 LOD 13,2
Metamfetamin  Egim Y kesim Metadon Egim Y kesim Morfin Egim Y kesim
Run 1 1,0168 19,4318 Run 1 1,0105 5,7552 Run 1 0,993  3,7692
Run2 0,9903 15,2333 Run2 1,0283 15,376 Run2 1,0008 0,4348
Run 3 0,9902 15,2398 Run 3 0,9945 12,9259 Run 3 0,9733 14,413
Run 4 0,9769 12,492 Run 4 0,9886 6,1537 Run 4 0,984  8,3577
Run 5 1,0001 0,7005 Run 5 0,9877 16,6418 Run 5 0,9803 10,605
Ortalama 0,9949 6,61948 Ortalama 1,0019 7,37052 Ortalama 0,9863 7,51594
STD Sapma 0,0148 4,507077 | STD Sapma 0,0174  4,7027465 STD Sapma 0,0108 5,5227007
14,950198 15,489324 18,478436
LOD 14,9 LOD 15,4 LOD 18,4
Nalokson Egim Y kesim Naltrekson Egim Y kesim Norbuprenorfin  Egim Y kesim
Run 1 0,9888 5,9841 Run 1 0,9969 1,6219 Run 1 0,9936 1,1701
Run2 0,9895 5,6453 Run2 1,0019 0,4667 Run2 1,0096 5,2353
Run 3 0,9765 12,596 Run 3 0,9883 6,3254 Run 3 0,9992 0,5264
Run 4 0,9811 19,8816 Run 4 09783 11,374 Run 4 0,9825 19,6085
Run 5 0,9931 12,7383 Run 5 1,0051 3,4269 Run 5 1,0057 1,3498
Ortalama 0,9858 7,36906 Ortalama 0,9941 4,64298 Ortalama 0,9981 3,57802
STD Sapma 0,0068 3,8719233 | STD Sapma 0,0109 4,3641797 STD Sapma 0,0107 3,8467094
12,961399 14,487268 12,718051
LOD 12,9 LOD 14,4 LOD 12,7
Norkodein Egim Y kesim Normorfin Egim Y kesim Oksikodon Egim Y kesim
Run 1 0,9946 2,4483 Run 1 1,0099 5,4159 Run 1 0,9929 14,4254
Run2 1,0065 3,9622 Run2 1,0158 7,3159 Run2 1,0053 0,3736
Run 3 1,0128 6,0134 Run 3 0,9874 16,7333 Run 3 0,9858 7,3154
Run 4 0,9972 11,4413 Run 4 0,9934 3,5313 Run 4 0,9858 7,6194
Run 5 1,0024 11,3736 Run 5 0,9918 4,3562 Run 5 0,978 11,566
Ortalama 1,0027 3,04776 Ortalama 0,9997 5,47052 Ortalama 0,9896 6,25996
STD Sapma 0,0073 1,9604909 | STD Sapma 0,0124 1,5815584 STD Sapma 0,0103 4,1572508
6,4521992 5,2209177 13,863664
LOD 6,4 LOD 5,2 LOD 13,8
Pregabalin Egim Y kesim Tramadol Egim Y kesim
Run 1 0,9996 0,2318 Run 1 0,9951 2,5731
Run2 0,9945 2,9378 Run2 0,9926 3,9313
Run 3 0,9711 15,585 Run 3 0,9979 1,403
Run 4 0,9843 8,0995 Run 4 0,9942 3,0269
Run 5 0,9974 04214 Run 5 1,0018 11,3308
Ortalama 0,9894 54551 Ortalama 0,9963 2,45302
STD Sapma 0,0118 6,4916393 | STD Sapma 0,0036 1,105779
21,652358 3,6625489
LOD 21,6 LOD 3,6



4.3.3. Bias ve kesinlik

Bes

maddelerimizin %Bias degerleri Tablo 4.14. ve Sekil 4.14.’de gosterilmistir Tiim
maddeler i¢in % Bias degerleri -10,0 ile 7,4 arasinda ve %Bias degerlerinin £20 i¢inde

oldugu bulundu.

giinlik calismalarin  ortalamalartyla

elde

ettigimiz

Tablo 4.14. Tikirik LC-MS/MS 600, 300, 50 ng/mL i¢in Bias degerleri

sonuclardan

600 ng/mL 300 ng/mL 50 ng/mL

Madde % Bias % Bias % Bias
6-MAM 1,6 0,8 7.4
BEG 1,4 0,6 3,0
Buprenorfin 1,8 2,1 -2,1
Dihidrokodein 2,6 1.8 6,6
EDDP 1,3 -0,2 -10,0
Eroin 1,2 1.8 5,8
Etilmorfin 0,8 15 472
Gabapentin 2,3 0,1 -3,4
Kodein 2,3 1,8 55
Kokaetilen 15 1,0 1,2
Kokain 1,7 0,8 6,7
MBDB 1,5 1,0 3,3
MDA 1,0 0,7 -0,4
MDEA -1,4 1,9 7,0
MDMA -4,3 0,04 8,1
Metadon 2,8 0,1 3,8
Metamfetamin 1,5 0,7 0,9
Morfin 2,3 1,7 6,7
Nalokson 2,3 1,0 1,8
Naltrekson 1,6 1,3 0,6
Norbuprenorfin 2,5 1,7 -0,9
Norkodein 1,4 1,3 0,3
Normorfin 2,1 15 -0,1
Oksikodon 2,2 11 53
Pregablin 1,7 1,0 -1,4
Tramadol 2,3 15 -0,6
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Sekil 4.14. Tikiirik LC-MS/MS 300, 150, 75 ng/mL i¢in Bias degerleri grafigi
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Kesinlik calismasi i¢in giin i¢i (Tablo 4.15. ve Sekil 4.15) ve giinler arasi
(Tablo 4.16. ve Sekil 4.16.) calismalarinda %CV hesaplandi. Tiim maddeler igin giin
ici %CV degerleri %0,2 ile %6,3 arasinda; gilinler aras1 %CV degerleri %1,0 ile %8,8

arasinda ve %20’nin altinda bulundu.

Tablo 4.15. Tikiirik LC-MS/MS giin i¢i varyasyon (%CV) degerleri

600 ng/mL 300 ng/mL 50 ng/mL
Madde %CV %CV %CV
6-MAM 15 1,3 45
BEG 0,8 1,3 2,8
Buprenorfin 1,8 0,3 0,8
Dihidrokodein 1,3 2,3 6,0
EDDP 1,0 0,9 6,9
Eroin 0,8 29 4,6
Etilmorfin 2,3 3,3 7,6
Gabapentin 0,9 3 6,9
Kodein 2,4 3,9 4,0
Kokaetilen 0,6 3,2 2,7
Kokain 11 0,9 49
MBDB 1,0 1,7 1,7
MDA 0,7 1,6 59
MDEA 1,0 0,5 40
MDMA 1,2 3,2 6,1
Metadon 1,3 0,6 2,3
Metamfetamin 1,8 2,3 2,6
Morfin 1,4 0,2 10,8
Nalokson 0,5 3,6 4,4
Naltrekson 0,9 0,9 6,0
Norbuprenorfin 0,4 3,0 2,5
Norkodein 1,2 3,0 7,0
Normorfin 15 1,9 1,3
Oksikodon 0,6 1,2 2,8
Pregabalin 2,2 3,1 45
Tramadol 0,2 0,4 3,0
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Sekil 4.15. Tikiirik LC-MS/MS giin i¢i varyasyon (%CV) degerleri grafigi



Tablo 4.16. Tikiirik LC-MS/MS giinler aras1 varyasyon (%CV) degerleri

600 ng/mL 300 ng/mL 50 ng/mL
Madde %CV %CV %CV
6-MAM 1,4 2,3 47
BEG 1,0 2,9 6,4
Bubrenorfin 1,9 1,9 9,4
Dihidrokodein 1,8 3,7 55
EDDP 1,2 6,2 13,7
Eroin 1,1 2,8 7,8
Etilmorfin 1,8 3,2 7,5
Gabapentin 1,1 2,4 8,7
Kodein 2,0 4,0 54
Kokaetilen 1,9 2,4 7.9
Kokain 1,4 3,6 6,3
MBDB 1,6 15 3,9
MDA 1,6 2,2 55
MDEA 6,0 7,8 6,4
MDMA 7.4 3,7 4,8
Methadon 3,5 2,9 8,9
Metamfetamin 1,2 2,4 47
Morfin 15 1,7 6,9
Nalokson 1,5 2,9 5,8
Naltrekson 1,1 2,1 8,2
Norbubrenorfin 1,8 2,4 9,9
Norkodein 1,7 2,3 7,3
Normorfin 1,6 3,1 8,4
Oksikodon 1,4 2,7 8,6
Pregabalin 14 2,2 5,2
Tramadol 1,5 1,9 6,4
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Sekil 4.16. Tiikiirik LC-MS/MS giinler arasi varyasyon (%CV) degerleri
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Tiikiirik LC-MS/MS yontemi i¢in ayrica Bias calismasi i¢in hazirlanan numune
akredite bir merkezde de ¢alisilarak sonuclar karsilagtirildi. Tiim maddeler i¢in % Bias
degerleri (Tablo 4.17. ve Sekil 4.17.) -19,9 ile 2,6 arasinda ve 20 iginde oldugu

belirlendi.

Tablo 4.17. Tikiirik LC-MS/MS dis merkez 300 ng/mL i¢in Bias degerleri

Madde 300 ng/mL % fark
6-MAM -2,2
BEG -20
Buprenorfin -7,9
Dihidrokodein -19,9
EDDP -4,2
EROIN 2,6
Etilmorfin -15,8
Gabapentin -8,9
Kodein -0,006
Kokaetilen -8,6
Kokain -12,6
MBDB -18,3
MDA -17,1
MDEA -6,6
MDMA -8
Metadon 1.8
Metamfetamin -7,6
Morfin -1,2
Nalokson -8,7
Naltrekson -19,5
Norburenorfin -13,6
Norkodein 1,9
Normorfin -6,7
Oksikodon -8
Pregabalin -7,9
Tramadol 0,44
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Sekil 4.17. Tukirik LC-MS/MS dis merkez 300 ng/mL i¢in Bias degerleri grafigi



4.3.4. Siiriikklenme
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En yiiksek kalibrator K6 (800 ng/mL) sonrasi ii¢ giin ardarda verdigimiz bos

numunelerden aldigimiz sinyallerin konsatrasyonlar1 Tablo 4.18 ve Sekil 4.18.’de

gosterilmistir. Sinyal’in en diisiik kalibrator olan 25 ng/mL %10 degerinin altinda

oldugu bulunmustur.

Tablo 4.18. Tiikiiriik LC-MS/MS siiriiklenme ¢aligsmasi

K6 sonrasi alinan sinyal icin konsantrasyon (ng/mL)

Madde 1. giin 2. giin 3. giin
6-MAM 0,02 0,02 0,03
BEG 0,03 0,03 0,08
Buprenorfin 0 0 0
Dihidrokodein 0 0 0
EDDP 0 0 0,01
Eroin 0 0 0
Etilmorfin 0,01 0,02 0
Gabapentin 0,03 0,03 0,1
Kodein 0 0 0
Kokaetilen 0 0 0,01
Kokain 0 0 0,02
MBDB 0,01 0,01 0,04
MDA 0,05 0,06 0,2
MDEA 0,03 0,03 0,02
MDMA 0 0 0,05
Metadon 0 0,02 0,06
Metamfetamin 0 0 0,3
Morfin 0 0 0,05
Nalokson 0 0 0
Naltrekson 0 0 0,1
Norbuprenorfin 0 0 0
Norkodein 0 0 0
Normorfin 0 0,9 0,1
Oksikodon 0 0 0
Pregabalin 0,21 0,23 0,37
Tramadol 0 0 0,02
1
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4.3.5. Girisim

Tikiirik girisim ¢alismasinda matriksin - madde analizlerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile internal standart igermeyen {ii¢ farkli “bos tiikiiriik”
numunesi analiz edildi. internal standart igin belirlenen pik tespit zamaninda (RT)
sinyal alinmadig1 gosterildi.

Ayrica internal standart eklenmeyen yiiksek konsantrasyonlu numune
enjeksiyonu sonucunda internal standartin kromatogramdaki gelme zamaninda
anlaml1 sinyal alinmadig: belirlendi.

Agiz bakim suyu, sakiz c¢igneme, limon suyu tiketimi ve cesitli
medikasyonlarin (ketiapin, parol, amlodipin, essitalopram, efedrin, levetirasetam ve
sertralin) tiikiiriik numunelerinde madde analizine etkileri degerlendirildi (Tablo 4.19.
ve Sekil 4.19.). Bu numunelerde yirmi alti maddenin gelis zamanlarindaki (RT)
sinyaller degerlendirildi. Sonuglar 0 — 1,9 arasinda bulunarak hedeflenen en diisiik
kalibrator diizeyinin (25 ng/mL) %10’undan (<2,5 ng/mL) az oldugu belirlendi.

Girisim calismasi icin segilen bilesiklerle etkilesim olmadig1 sonucuna varildi.



Tablo 4.19 Tiikiirik LC-MS/MS girisim ¢alismasi (*)

82

Madde konsantrasyon (ng/mL)

Madde A B C D E F G H I J
6-MAM 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0 0 0,2
BEG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Buprenorfin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dihidrokodein 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EDDP 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0,1 0
Eroin 0 0 0 0 0,4 0 0 0 0 0
Etilmorfin 0,3 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0
Gabapentin 0 0,1 0,2 0,2 0 0 0,1 0,1 0 0,2
Kodein 0 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0
Kokaetilen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kokain 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MBDB 0,1 0 0,1 0 0 0 0 0,1 0,2 0
MDA 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0,1 0,2
MDEA 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MDMA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metadon 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metamfetamin 0,1 1,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0 0,1 0,2
Morfin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nalokson 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Naltrekson 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Norbuprenorfin 0,8 0,1 0 0,6 0 0 0 1,4 0,3 0
Norkodein 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Normorfin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oksikodon 0 0 0 0,4 0 0 0 0 0 0
Pregabalin 0,4 1,9 0,4 0,3 1,7 0,2 1,2 1,9 0,8 0,8
Tramodol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2

1,8

1,6

1,4

1,2
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Sekil 4.19. Tikiirik LC-MS/MS girisim grafigi

*A: Agiz bakim suyu, B: sakiz ¢igneme, C: limon suyu tiiketimi, D: ketiapin, E: parol, F:
amlodipin, G: sitalopram, H: efedrin, I: levetirasetam, J: sertralin



4.3.6 Tyonizasyon Etkilesimi

Iyonizasyon etkilesim caligmasmin sonuglar1 asagidaki Tablo 4.20 ve Sekil
4.20.’de gosterilmistir. Iyonizasyon etkilesim degerlendirmesinde tiim parametreler
icin % degisim (baskilanma veya artma) %-13,8 ile %11,8 araliginda bulunup %25’ in

altinda oldugu saptandi.

Tablo 4.20. Tikiirik LC-MS/MS % baskilanma veya artma degerleri

% Degisim

% Degisim

Madde 50 ng/mL 400 ng/mL
6-MAM -10,3 -12,7
BEG -3,5 -5,7
Buprenorfin -10,4 -2,9
Dihidrokodein -10,7 -9,3
EDDP 0,7 -0,03
Eroin -5,4 -6,4
Etilmorfin -2,7 -12,9
Gabapentin -5,1 -8,8
Kodein -15 -6,2
Kokaetilen -2,1 -5,9
Kokain -8,9 -7,5
MBDB -9,7 -10
MDA -4.8 -5,4
MDEA 11,8 -13,7
MDMA -8,4 -6,3
Metadon 5 -4,3
Metamfetamin -9,7 -11
Morfin -1,6 -3,8
Nalokson -6,8 -12,7
Naltrekson -12,9 -10,3
Norbuprenorfin -6,2 -5
Norkodein -7,3 -9,3
Normorfin -7,2 -13,8
Oksikodon -6 -13,5
Pregabalin 0,7 -4,9
Tramadol -6 -2,2
20
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Sekil 4.20. Tiikiirik LC-MS/MS iyonizasyon etkilesim grafigi



4.3.7 Diliisyon Biitiinliigii
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Tiikiirik diliisyon biitiinliigli ¢calismasi her bir maddenin 1600 ng/mL olarak

hazirlandigr numunenin 1/2, 1/5, 1/10 diliisyonlarim1 hazirlayarak bu diliisyondaki

BIAS ve kesinlik degerleri asagidaki Tablo 4.21. ve Sekli 4.21.’de gdsterilmistir

Tablo 4.21. Tiikiiriik LC-MS/MS diliisyon biitiinliigii galismasi sonuglari

Madde 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10
1600 ng/mL Bias Bias Bias %CV %CV %CV
6-MAM 1 1,3 0,4 1,5 1,3 1,3
BEG 0,5 1,3 0,04 1 1,3 1
Buprenorfin 1,1 0,08 0,2 1,1 1,2 0,8
Dihidrokodein 0,04 1,4 11 0,9 2,6 1,6
EDDP 0,7 1 1 0,4 15 0,7
Eroin 0,1 0,7 1,2 1 1,3 1,2
Etilmorfin 0,4 0,2 0,1 0,09 1,1 0,9
Gabapentin 0,1 0,8 1,2 0,2 1 0,2
Kodein 0,3 0,7 0,5 0,8 2,7 1,2
Kokaetilen 0,7 0,3 0,8 11 1 0,5
Kokain 2,2 11 0,08 0,9 0,3 3,7
MBDB 0,1 2,2 1 0,2 0,8 0,2
MDA 0 0,3 0,6 0,8 0,6 1,2
MDEA 1,2 2,1 1 0,1 0,3 0,7
MDMA 0,2 15 0,5 0,4 0,8 0,6
Metadon 0,8 0,8 0,4 0,6 0,8 0,8
Metamfetamin 0,7 0,7 0,2 0,9 14 1,2
Morfin 2,7 0,3 0,3 1,7 0,7 1
Nalokson 0,9 11 0,6 1,2 1,3 0,7
Naltrekson 2,5 2,5 1 1,6 2,1 11
Norbubrenorfin 0,1 0,2 0,8 0,2 11 1,3
Norkodein 0,1 1,1 0,9 1 0,6 2,2
Normorfin 0,7 0,3 0,5 0,6 0,9 1,6
Oksikodon 0,9 0,8 0,1 0,3 14 0,8
Pregabalin 2,1 1,7 0,4 0,6 1,8 0,2
Tramadol 0,1 0,1 0,9 1,2 0,4 0,3
4
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Sekil 4.21. Tikiirik LC-MS/MS diliisyon biitiinliigii grafigi
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4.3.8. Dayamkhhk

Dayaniklilik ¢alismasi i¢in ekstrakte edilen numuneler oda sicakliginda (22 °C)
0, 6, 12, 18, 24, 30, 36. saate bekletildikten sonra analiz edildi. Her madde igin %
degisim degerleri belirlendi (Tablo 4.22. ve Sekil 4.22). Oda sicakliginda 12 saate

kadar beklemenin tiim maddeler i¢in %20 degisimi asmadigi belirlendi.

Tablo 4.22. Tiikiiriik LC-MS/MS dayaniklilik ¢aligmasi
Oda sicakhiginda (22 °C) bekleme siireleri ve % degisim

Madde 6.saat 12.saat  18.saat  24.saat  30.saat 36.saat
6-MAM 1% 11% 16% 16% 17% 19%
BEG 2% 4% 5% 7% 11% 11%
Buprenorfin 2% 2% 3% 8% 21% 21%
Dihidrokodein 5% 15% 20% 21% 25% 28%
EDDP 1% 11% 12% 18% 25% 25%
Eroin 3% 10% 11% 12% 13% 15%
Etilmorfin 4% 13% 15% 16% 18% 19%
Gabapentin 3% 5% 14% 13% 15% 16%
Kodein 7% 14% 15% 15% 21% 24%
Kokaetilen 3% 5% 6% 8% 15% 16%
Kokain 3% 10% 13% 13% 17% 19%
MBDB 4% 12% 20% 21% 21% 22%
MDA 5% 14% 17% 18% 20% 21%
MDEA 5% 11% 25% 26% 27% 29%
MDMA 1% 6% 8% 8% 9% 10%
Metadon 4% 7% 9% 14% 17% 20%
Metamfetamin 4% 6% 10% 10% 12% 15%
Morfin 1% 1% 5% 9% 11% 14%
Nalokson 3% 8% 13% 13% 19% 19%
Naltrekson 2% 1% 1% 3% 8% 11%
Norbuprenorfin 1% 3% 3% 29% 31% 33%
Norkodein 1% 5% 6% 7% 8% 20%
Normorfin 1% 15% 24% 24% 27% 36%
Oksikodon 2% 3% 6% 7% 9% 10%
Pregabalin 8% 17% 23% 23% 25% 27%
Tramadol 1% 8% 9% 9% 12% 13%
50%
v st bl 1l L el oLl i I|| ||
6.saat 12. saat 18. saat 24. saat 30.saat 36.saat
B 6-MAM BEG Buprenorfin Dihidrokodein m EDDP
M Eroin B Etilmorfin B Gabapentin H Kodein B Kokaetilen
W Kokain B MBDB m MDA MDEA MDMA
Metadon Metamfetamin Morfin H Nalokson B Naltrekson
B Norbuprenorfin Norkodein B Normorfin B Oksikodon Pregabalin
Tramadol

Sekil 4.22. Tikiirik LC-MS/MS dayaniklilik grafigi
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44.1.

Numunelerin Analiz Sonuglari

idrar Numunelerinin Biitiinliik Analizleri

86

Calisma kapsamindaki tiim idrar numuneleri i¢in kreatinin, pH, dansite ve nitrit

analizleri yapilarak biitliinliik degerlendirmeleri yapildi.

Analizler sonucunda

numunelerde diliisyon veya miidahale diisiindiirecek bir sonug¢ saptanmadi. Bir hastada

nitrit degerinin (++) sonucunun tam idrar test parametreleri ve idrar mikroskobisi ile

birlikte degerendirilerek enfeksiyon kaynakli gercek bir nitrit pozitifligi oldugu

belirlenerek oksidan miidahale olmadig1 saptandi. Idrar numunelerinin biitiinliik

degerleri Tablo 4.23.’de yer almaktadir.

Tablo 4.23. idrar biitiinliik testleri sonugclari

Hasta No Kreatinin (mg/dL) pH Dansite Nitrit
Hasta 1 62,65 6,5 1010 Negatif
Hasta 2 43,61 6,5 1009 Negatif
Hasta 3 130,45 5 1023 Negatif
Hasta 4 59,83 6 1005 Negatif
Hasta 5 55,89 7 1006 Negatif
Hasta 6 30,42 5 1008 Negatif
Hasta 7 80,1 8,5 1017 Negatif
Hasta 8 17,75 7 1015 Negatif
Hasta 9 79,33 7 1005 Negatif
Hastal0 38,75 7 1006 Negatif
Hasta 11 151,88 5 1026 Negatif
Hasta 12 55,26 7 1006 Negatif
Hasta 13 25,96 5 1005 Negatif
Hasta 14 64,2 5 1024 Negatif
Hasta 15 83,41 55 1021 Negatif
Hasta 16 60,89 7,5 1011 Negatif
Hasta 17 77,5 6 1023 Negatif
Hasta 18 153,64 5 1026 Negatif
Hasta 19 26,56 75 1005 Negatif
Hasta 20 32,99 6 1014 Negatif
Hasta 21 3819 6 1029 Negatif
Hasta 22 157,56 5 1016 Negatif
Hasta 23 22,02 7 1005 Negatif
Hasta 24 74,82 5 1016 Negatif
Hasta 25 236,04 8,5 1018 Negatif
Hasta 26 32,52 6,5 1008 Negatif
Hasta 27 139,53 7 1018 Negatif
Hasta 28 286,7 5 1020 Negatif
Hasta 29 395,4 5 1031 Negatif



Hasta 30
Hasta 31
Hasta 32
Hasta 33
Hasta 34
Hasta 35
Hasta 36
Hasta 37
Hasta 38
Hasta 39
Hasta 40
Hasta 41
Hasta 42
Hasta 43
Hasta44
Hasta45
Hasta 46
Hasta 47
Hasta 48
Hasta 49
Hasta 50
Hasta 51
Hasta 52
Hasta 53
Hasta 54
Hasta 55
Hasta 56
Hasta 57
Hasta 58
Hasta 59
Hasta 60
Hasta 61
Hasta 62
Hasta 63
Hasta 64
Hasta 65
Hasta 66
Hasta 67
Hasta 68
Hasta 69
Hasta 70
Hasta 71
Hasta 72
Hasta 73
Hasta 74
Hasta 75
Hasta 76

26,1
134,19
142,88
210,35

89,02
34,27
69,69
82,08
136,7
21,48
140
158,8
359,9
297,2
120,7
82,52

25,2

97,2

91,1
183,25

32,99
118,93
89,21
235,21
66,08
80,11
12,07
44,62
141,76
118,76
128,03
365,26
239,16
191,01
72,22
362,97
140,39
94,62
48,01
251,49
191,83

191,4
227,28
156,14
374,13
277,61

70,02

(o)) ~

1006
1017
1023
1023
1016
1003
1013
1013
1020
1005
1021
1020
1034
1027
1021
1021
1005
1018
1017
1025
1008
1010
1018
1021
1020
1014
1002
1011
1020
1018
1023
1027
1028
1021
1018
1027
1020
1020
1009
1028
1024
1027
1021
1019
1029
1025
1016

Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
++
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
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4.4.2. idrar Numunelerinin LC-MS/MS Yontemi ile Analizi

Idrar numuneleri igin validasyonu tamamlanan LC-MS/MS yéntemi ile 76
hastadan alinan idrar numuneleri analiz edildi. Elde edilen sonuclar Tablo 4.24’te

verilmistir.
4.4.3. Tdrar Numunelerinin Immiinolojik Yontem ile Analizi

Idrar numunelerinin  immiinolojik ydntem ile alinan sonuglarmin
karsilastirilmas1 amaci ile idrar numuneleri ¢alisildi. immiinolojik yontem ile elde

edilen opiat, ekstazi ve amfetamin sonuglar1 Tablo 4.24°te verilmistir.
4.4.4. Tiikiiriik Numunelerinin LC-MS/MS Yontemi ile Analizi

Tiikiirik numuneleri i¢in validasyonu tamamlanan LC-MS/MS yo6ntemi ile 76
hastadan alinan tikiiriik numuneleri analiz edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.24’te

verilmistir.



Tablo 4.24. Idrar ve tiikiiriik numuneleri sonuglari

Idrar, immiinolojik yontem

Tiikiiriik, LC-MS/MS  idrar, LC-MS/MS Opiat Ekstazi Amfetamin
1 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
2 Morfin 28 ng/mL Norkodein 79 ng/mL 2318 ng/mL Negatif Negatif
Pregabalin 122501 ng/mL
3 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
4 Pregabalin 211 ng/ mL Pregabalin 214921 ng/ mL Negatif Negatif Negatif
5 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
6  Gabapentin 75 ng/mL Negatif Negatif Negatif Negatif
7  Pregabalin 49 ng/mL Pregabalin 65453 ng/mL Negatif Negatif Negatif
8 Norkodein 37 ng/mL Pregabalin 76631 ng/mL 49 ng/mL Negatif Negatif
Pregabalin 62 ng/mL
9  Pregabalin 102 ng/mL Pregabalin 143876 ng/mL Negatif Negatif Negatif
10  Pregabalin 27 ng/mL Pregabalin 42376 ng/mL 10 ng/mL Negatif Negatif
11  Negatif Pregabalin 1596 ng/mL Negatif Negatif Negatif
12 Pregabalin 51 ng/mL Pregabalin 200769 ng/mL Negatif Negatif Negatif
13 Pregabalin 792 ng/mL Pregabalin 148756 ng/mL Negatif Negatif Negatif
14  Gabapentin 239 ng/mL Metamfetamin 92 ng/mL Negatif Negatif 124 ng/mL
Gabapentin 107660 ng/mL
15  Pregabalin 25763ng/mL Pregabalin 222243 ng/mL 137 ng/mL Negatif 2144 ng/mL
Metamfetamin 946 ng/mL ~ Metamfetamin 5977 ng/mL
16  Negatif Pregabalin 2757 ng/mL Negatif Negatif Negatif
17  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
18  Pregabalin 152 ng/mL Pregabalin 297835 ng/mL Negatif Negatif Negatif
19 Morfin 1013 ng/mL Morfin 433 ng/mL 597 ng/mL Negatif Negatif
Kodein 186 ng/mL Norkodein 507 ng/mL
6-MAM 112 ng/mL 6-MAM 183 ng/mL
20 Pregabalin 436 ng/mL Pregabalin 375802 ng/mL Negatif Negatif 170 ng/mL
21 Pregabalin 38 ng/mL Pregabalin 74373 ng/mL 291 ng/mL Negatif Negatif
22 Morfin 900 ng/mL Morfin 3035 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif
Kodein 147 ng/mL Kodein 362 ng/mL  6-
6-MAM 671 ng/mL MAM 1386 ng/mL
23 Pregabalin 304 ng/mL Pregabalin 299431 ng/mL Negatif Negatif Negatif
24 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
25  Pregabalin 720 ng/mL Pregabalin 724475 ng/mL 212 ng/mL Negatif 1569 ng/mL
Metamfetamin 1004 ng/mL  Metamfetamin 1320 ng/mL
26  Pregabalin 311 ng/mL Pregabalin 53772 ng/mL Negatif Negatif Negatif
27  Pregabalin 68 ng/mL Morfin 58 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif
Norkodein 123 ng/mL
Pregabalin592271 ng/mL
Normorfin 86 ng/mL
28  Pregabalin 25 ng/mL Pregabalin 146062 ng/mL 346 ng/mL Negatif Negatif
29  Morfin 662 ng/mL Morfin 1193 ng/mL > 3000 ng/mL 85 ng/mL 3358 ng/mL

Kodein72 ng/mL
6-MAM 56 ng/mL
Metamfetamin 164 ng/mL

Norkodein 1546 ng/mL
Kodein 187 ng/mL
6-MAM 582 ng/mL
Metamfetamin 259 ng/mL
Normorfin 91 ng/mL
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30 Pregabalin 401 ng/mL Pregabalin 257359 ng/mL Negatif Negatif Negatif
31 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
32  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
33 Negatif Pregabalin 4309 ng/mL Negatif Negatif Negatif
34 Pregabalin 206 ng/mL Pregabalin 348217 ng/mL Negatif Negatif Negatif
35 Pregabalin 481 ng/mL Pregabalin 329026 ng/mL Negatif Negatif Negatif
36  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
37  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
38 Pregabalin 899 ng/mL Pregabalin 702860 ng/mL Negatif Negatif 1806 ng/mL
Metamfetamin 80 ng/mL Metamfetamin 1163 ng/mL
39 Pregabalin 485 ng/mL Pregabalin 59955 ng/mL Negatif Negatif 1285 ng/mL
Metamfetamin 313 ng/mL  Metamfetamin 773 ng/mL
40 Pregabalin 320 ng/mL Pregabalin 342476 ng/mL Negatif Negatif Negatif
41  Pregabalin 97 ng/mL Morfin 52 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif 106 ng/mL
Norkodein 93 ng/mL
Pregabalin 146208 ng/mL
Norbuprenorfin 53 ng/mL
42 Negatif Norkodein 93 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif 111 ng/mL
43  Buprenorfin 623 ng/mL Pregabalin 18371 ng/mL 437 ng/mL Negatif 197 ng/mL
Nalokson 30 ng/mL Norbuprenorfin 143 ng/mL
44 Negatif Pregablin 3703 ng/mL Negatif Negatif Negatif
45  Pregabalin 142 ng/mL Pregabalin 377369 ng/mL Negatif Negatif Negatif
46  Pregabalin 58 ng/mL Pregabalin 79577 ng/mL Negatif Negatif Negatif
47  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
48  Pregabalin 63 ng/mL Pregabalin 268334 ng/mL Negatif Negatif Negatif
49  Pregabalin 33 ng/mL Pregabalin 113633 ng/mL 36 ng/mL Negatif 3527 ng/mL
Metamfetamin 113 ng/mL ~ Metamfetamin 4132 ng/mL
50 Pregabalin 510 ng/mL Pregabalin 211005 ng/mL Negatif Negatif Negatif
51 Pregabalin 130 ng/mL Pregabalin 323517 ng/mL Negatif Negatif 2199 ng/mL
Metamfetamin 258 ng/mL  Metamfetamin 2345 ng/mL
52  Pregabalin 583 ng/mL Pregabalin 736023 ng/mL Negatif Negatif Negatif
53  Pregabalin 135 ng/mL Pregabalin 384474 ng/mL Negatif Negatif 3138 ng/mL
Metamfetamin 448 ng/mL ~ Metamfetamin 7301 ng/mL
Gabapentin 826 ng/mL
54  Gabapentin 177 ng/mL Gabapentin 151441 ng/mL Negatif Negatif Negatif
55  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
56  Pregabalin 76 ng/mL Pregabalin 39240 ng/mL Negatif Negatif Negatif
57  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
58 Pregabalin 802 ng/mL Norkodein 61 ng/mL 2230 ng/mL Negatif Negatif
Metamfetamin 35 ng/mL Pregabalin 564856 ng/mL
Metamfetamin 244 ng/mL
59  Pregabalin 292 ng/mL Morfin 111 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif

Norkodein 324 ng/mL
Pregabalin 724755 ng/mL
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60 Morfin 47 ng/mL Morfin 379 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif
Gabapentin 383 ng/mL Norkodein 710 ng/mL
Kodein 87 ng/mL
Naltrekson 176 ng/mL
Normorfin 55 ng/mL
Gabapentin 155660 ng/mL
61 Morfin 1141 ng/mL Morfin 2389 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif 114 ng/mL
Kodein 188 ng/mL Norkodein 5503 ng/mL
Kodein 1324 ng/mL
6-MAM 1809 ng/mL
Etilmorfin 115 ng/mL
Normorfin 255 ng/mL
62 Pregabalin 311 ng/mL Pregabalin 380674 ng/ml Negatif Negatif Negatif
63 Nalokson 37 ng/mL Norbuprenorfin 189 ng/mL 1192 ng/mL Negatif Negatif
Buprenorfin 754 ng/mL Norkodein 129 ng/mL
64  Negatif Morfin 69 ng/mL 2581 ng/mL Negatif Negatif
Norkodein 129 ng/mL
65 Eroin 44 ng/mL Morfin 688 ng/mL > 3000 ng/mL 48 ng/mL 2709 ng/mL
Morfin 577 ng/mL Norkodein 1314 ng/mL
Pregabalin 860.7 ng/mL Pregabalin 445788 ng/mL
Kodein 75 ng/mL Kodein 161 ng/mL
6-MAM 625 ng/mL 6-MAM 487 ng/mL
Metamfetamin 1539 ng/mL  Metamfetamin 7003 ng/mL
Buprenorfin 65 ng/mL Norbuprenorfin 107 ng/mL
66 Morfin 274 ng/mL Morfin 597 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif 401 ng/mL
Pregabalin 156 ng/mL Norkodein 1070 ng/mL
6-MAM 63 ng/mL Pregabalin 213735 ng/mL
Metamfetamin 92 ng/mL Kodein 148 ng/mL
6-MAM 249 ng/mL
Metamfetamin 469 ng/mL
Normorfin 69 ng/mL
Norbuprenorfin 88 ng/mL
67 Morfin 290 ng/mL Morfin 431 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif
6-MAM 59 ng/mL Norkodein 894 ng/mL
Kodein 304 ng/mL
6-MAM 64 ng/mL
Normorfin 133 ng/mL
68 Gabapentin 313 ng/mL Pregabalin 739 ng/mL Negatif Negatif Negatif
Gabapentin 297072 ng/mL
69 Negatif Negatif 1003 ng/mL Negatif Negatif
70  Morfin 273 ng/mL Morfin 506 ng/ml > 3000 ng/mL Negatif 123 ng/mL
Kodein 30 ng/mL Norkodein 1110 ng/ml
6-MAM 153 ng/mL Kodein 91 ng/mL
6-MAM 694 ng/mL
71 Morfin 815 ng/mL Morfin 649 ng/mL > 3000 ng/mL 56 ng/mL 3219 ng/mL
Kodein 40 ng/mL Norkodein 1563 ng/mL
6-MAM 295 ng/mL Kodein 210 ng/mL
Metamfetamin 2883 ng/mL  6-MAM 907 ng/mL
Metamfetamin 5131 ng/mL
Normorfin 90 ng/mL
72 Naltrekson 86 ng/mL Naltrekson 472 ng/mL Negatif Negatif Negatif
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73 Morfin 1823 ng/mL Morfin 420 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif
Kodein 90 ng/mL Norkodein 954 ng/mL
6-MAM 195 ng/mL Pregabalin 420643 ng/mL
Pregabalin 973 ng/mL Kodein 185 ng/mL
6-MAM 31 ng/mL
Normorfin 60 ng/ml
74 Naltrekson 41 ng/mL Naltrekson 417 ng/mL Negatif Negatif Negatif
75 Morfin 128 ng/mL Metamfetamin 7406 ng/mL > 3000 ng/mL 74 ng/mL 3736 ng/mL
Metamfetamin 1227 ng/mL
76  Normorfin 41 ng/mL Morfin 989 ng/mL > 3000 ng/mL Negatif Negatif

Morfin 2930 ng/mL
Kodein 157 ng/mL
6-MAM 734 ng/mL

Norkodein 2180 ng/mL
Kodein 377 ng/mL
6-MAM 580 ng/mL
Etilmorfin 25 ng/mL
Normorfin 229 ng/mL
Metamfetamin 83 ng/mL

Tablo 4.25. Idrar LC-MS/MS sonuglarmin hasta gruplarina gore karsilastiriimasi

Ilk basvuru Nal/Bup Naltrekson

Negatif 1 0 13
Pregabalin 1 0 28
Gabapentin 1 0 1
Pregabalin/Gabapenti

ye?sakh madde pentin ve 4 > 1
Yasakli madde 5 1 5
Toplam 12 58




93

4.4.5. idrar Numunelerinin Glukronidaz ile Analizi

Idrar numunelerinde morfin  diizeylerine  glukronidasyonun etkisini
degerlendirmek amaci ile glukronidaz ¢alismasi yapildi. Immiinolojik yéntem ile opiat
sonuglar1 negatif disinda sonug veren tiim idrar numuneleri glukronidaz enzimi ile 60
dk inkiibe edildi. Bu islem sonrasi numunelerde idrar LC-MS/MS yo6ntemi ile madde
analizleri gergeklestirildi. Yapilan analizlerde sadece morfin pikleri i¢in kantitatif
okumalar gergeklestirildi. Bu ¢alismada elde edilen morfin sonuglar1 (Glukronidaz +)
islem Oncesi alinan morfin analiz sonuglar1 (Glukronidaz -) ve immiinolojik yontem
opiat sonuglari ile karsilastirildi. Tablo 4.26’da idrar numunelerinde immiinolojik
yontemde en diisiik kalibratér degerinin iizerinde sonug alinan idrar numunelerinin
sonuglar1 verilmistir. Immiinolojik yéntem i¢in 2.000 ng/mL esik deger ve LC-MS/MS
yontemi i¢in 50ng/mL esik degeri (LOQ) kullanilarak sonuglar karsilastirildi.

Tablo 4.26. Idrar numunelerinde morfin sonuclarinin karsilastiriimasi

LC-MS/MS LC-MS/MS immiinolojik Yontem
Hasta No Glukronidaz - Glukronidaz + Glukronidaz -
Morfin (ng/mL) Morfin (ng/mL) Morfin (ng/mL)
2 45 828 2318,7
15 43 357 Negatif
19 433 1007 Negatif
22 3035 7051 >3000
27 58 734 >3000
29 1193 3249 >3000
41 52 594 >3000
42 28 835 >3000
43 Negatif 55,1 Negatif
58 21,4 438 2230,8
59 111 1793 >3000
60 379 3040 >3000
61 2389 7837 >3000
63 Negatif 410 Negatif
64 69 1421 2581
65 688 4182 >3000
66 597 3350 >3000
67 431 3511 >3000
69 Negatif 57,4 Negatif
70 506 3074 >3000
71 649 4005 >3000
73 420 3765 >3000
75 17,8 205 >3000

76 989 4325 >3000
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Tablo 4.27. Hasta numunelerinin  morfin  sonuglarmin  gruplandirilarak
karsilastirilmasi.

Grup Grup tanim Hasta sayisi Yiizde (%)

A TL(-) IL(-) TY (5) 56 74

B TL(+) IL(+) Y (+) 11 14

C TL() IL(HH) 1Y () 4 5

D TL(+) IL(-) 1Y () 2 3

E TLC) ILG) IY (+)

F TL(+) IL(+) 1Y (5) 1 1

Toplam 76 100

*TL: Tiikiiriik LC-MS/MS, IL: Idrar LC-MS/MS, 1Y: idrar Immiinolojik Y&ntem

Tablo 4.28. Hasta numunelerinin kodein sonuglarinin gruplandirilarak karsilastiriimasi

Grup Grup tamimi Hasta sayisi Yiizde (%)

A TL(-) IL(-) 64 84

B TL(+) IL(+) 8 11

C TL(-) IL(+) 3 4

D TL(+) IL(-) 1 1
Toplam 76 100

*TL: Tiikiiriik LC-MS/MS, IL: idrar LC-MS/MS, 1Y: idrar Immiinolojik Y&6ntem

Tablo 4.29. Hasta numunelerinin 6-MAM  sonuglarinin  gruplandirilarak
karsilastirilmasi
Grup Grup tamimi Hasta sayisi Yiizde (%)
A TL(-) IL(-) 65 86
B TL(+) IL(+) 10 13
C TL(-) iL(+) 1 1
Toplam 76 100

*TL: Tiikiirik LC-MS/MS, IL: Idrar LC-MS/MS, IY: Idrar Immiinolojik Yé&ntem

Tablo 4.30. Hasta numunelerinin  metamfetamin sonuglarmin gruplandirilarak

karsilastirilmasi
Grup Grup tanim Hasta sayisi Yiizde (%)
A TL(-) IL(-) TY () 61 80
B TL(+) IL(+) TY (+) 11 14
C TL(-) IL(+) 1Y () 2 3
D TL(+) IL(+) 1Y (5 2 3
Toplam 76 100

*TL: Tiikiirik LC-MS/MS, IL: idrar LC-MS/MS, 1Y: idrar Immiinolojik Yontem
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5. TARTISMA

Opioid kullanim bozuklugu (OKB) i¢in ila¢ tedavisinin yeri ¢ok énemlidir. Bu
amacla metadon, buprenorfin, nalokson ve naltrekson gibi ilaclar kullanilmaktadir.
OKB tanisinda, tedaviye uyum degerlendirilmesinde ve asir1 doz alimina bagli akut
entoksikasyonlarda idrar veya kan gibi hasta numunelerinde bu bilesiklerin
laboratuvar  analizlerine  gereksinim  duyulmaktadir. Idrar numunelerinde
gerceklestirilen analizlere ek olarak, noninvaziv ve kolay elde edilebilen tiikiiriik
numunelerinde madde analizleri de biiyiik 6nem tagimaktadir. Tikiiriik numunesinin
yasakli madde analizleri, terapdtik ilag izlemi veya klinik toksikoloji analizleri igin
kullanimi miimkiindiir. Yasakli madde analizlerinde idrar yerine tikiiriik
kullanimlarinin avantajlar1 bulunmaktadir. Bu avantajlar baslica tiikiiriik numunesinin
kolay ve hizli bicimde elde edilebilmesi, numune miidahalelerine imkan vermemesi,
idrar numuneleri i¢in gereken gdzetim memuru bulundurulma zorunlulugu ve 6zel
donanimli tuvalet alt yapisina gereksinimlerinin olmamasi olarak 6zetlenebilir. Bu
nedenlerle, bu tez ¢alismasinda idrar numuneleri igin LC-MS/MS metodlarinin
kullaniminin yasakli madde analizleri i¢in yaygin kullanimi1 bulunmakla beraber
dezavantajlar1 disiiniilerek tiikiirik numuneleri i¢cin de bir LC-MS/MS metodu
gelistirildi.

Calismamizda, OKB tedavisinde kullanilan ilaglarin, metabolitlerinin ve
opioid grubundaki yaygin olarak kotiiye kullanilan yasakli maddelerin bir panel olarak
idrar ve tiikiirik numunelerinde Kkantitatif analizini gerceklestiren LC-MS/MS
yontemlerinin gelistirilmesi hedeflendi. Bu amagla hem idrar hem de tiikiiriik LC-
MS/MS metodlar1 ig¢in 16 opioid grubu madde, 3 kokain grubu madde, 5 amfetamin
grubu madde ve pregabalin, gabapentin maddelerinin ¢alismaya alinmasina karar
verildi (Tablo 2.8.).

Giliniimiizde OKB hastalarinin tedavi yaklagsimlarinda dncelikle detoksifikasyon,
sonra idame olmak iizere iki asama bulunmaktadir. Detoksifikasyon tedavisinin amaci
kisiyi bagimlilik yapan maddelerden arindirmak, yoksunluk belirtilerini yatistirmak ve
idame tedavisine gecisi saglamaktir [105]. Giivenli bir detoksifikasyon tedavisine
baslangi¢ i¢in hastalarda opioid madde analizi yapilmas: ve negatif sonug alinmasi
gerekmektedir. Opioid madde analiz sonuglar1 OKB tedavilerinin planlanmasi igin

biiyikk 6nem tagimaktadir. Analiz sonucu pozitif alindigi durumda detoksifikasyona
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baglamak i¢in tedavi siirecinin ertelenmesi, negatif sonug alinincaya kadar beklenmesi
en giivenilir yoldur [106]. Bu nedenle, opioidlerin kullaniminin olup olmadiginin
tespiti i¢cin morfin, normorfin, kodein, norkodein, dihidrokodein, eroin, etilmorfin,
oksikodon, 6-MAM ve tramadol maddeleri analiz kapsamina alindi.

Detoksifikasyon tamamlandiginda gecilen idame asamasinda agonist veya
antagonist tedaviler uygulanir. Agonist tedavilerinde kullanilan Nalokson/Buprenorfin
preparatlarinin regete yazimi oncesinde tedaviye uyumun degerlendirilmesi, yasakli
madde kullanim1 ve tedavi edilen ilacin suistimalinin olup olmadigini tespiti i¢in bu
maddelerin analizleri gerekmektedir [107]. Antagonistik idame tedavisinde kullanilan
cilt alt1 naltrekson implant uygulamasi dncesi hastalardan madde analizi istenmektedir.
Ciinkii, bu uygulamada opioid kullanimi1 kontrendike olup madde saptanmasi
durumunda tedavi ertelenmektedir [108]. Naltrekson tedavisinde kullanilan cilt alt1
implantlarin ortalama {i¢ aylik etkinlik siiresi oldugu kabul edilerek hastalara implant
degisimleri i¢in bu siireye gore planlama yapilmaktadir. Ancak, Kkisiler arasi
farmakokinetik farkliliklar nedeni ile, bireysel ilag diizeyi izleminin tedavi
optimizasyonu i¢in yararli olacagr bir gercektir. Bu tedavinin uygunlandig
merkezlerde implanttaki salinimi takip i¢in naltrekson maddesinin diizeylerinin
analizinin de siire¢ yoOnetiminde gerekli oldugu disinilmistir [109]. Bu
gereksinimler géz 6niine alinarak, ¢alismamizda tedavi siirecinin izlemi i¢in agonist
ve antagonist ilaglar ve metabolitleri (buprenorfin, norbuprenorfin, nalokson,
naltrekson, metadon ve EDDP) de analiz kapsamina eklendi.

Genellikle OKB hastalarinda opioid bagimlilig: ile birlikte amfetamin, kokain,
esrar ve benzodiazepin grubu madde kullanimlarina da rastlanmaktadir [110]. Tedavi
sirasinda beraber kullanildiginda asirt doz 6liimlerine sebep olabilecek [111, 112]
kokain, kokaetilen, BEG, metamfetamin, MBDB, MDA, MDEA ve MDMA bu
nedenle calisma kapsamina alindi. Opioid yoksunluk semptomlarinin giderilmesi
amaci ile OKB tedavilerinde recete edilen ancak biiylik oranda suistimalinin de
goriildiigli gabapentinoidler grubunda olan pregabalin ve gabapentin de g¢alisma
kapsammna alinmustir (Tablo 2.8.). Ote yandan, esrar kullammmin tedavi siireg
yonetiminde bir etkisi bulunmamaktadir. Ulkemizde benzodiazepinler yesil recete ile

temin edilmekte ve suistimaline az rastlanmaktadir. Bu nedenlerle esrar ve
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benzodiazepinler, panelimizi minimal olarak diizenlemek amaci ile analiz kapsamina
alinmamustir [113, 114].

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na OKB tedavisi i¢in ilk kez basvuran veya OKB tanisi alarak tedavi izlemine
alianlar i¢inden ¢aligmamiza katilmaya kabul edenler “Dahil edilme” (Tablo 3.5.) ve
“Dabhil edilmeme” (Tablo 3.6.) kriterlerine gére degerlendirildi ve ¢alisma igin toplam
76 hasta segildi. Hastalardan es zamanli olarak idrar ve tiikiiritk numuneleri toplandi.
Hastalarimizin 70’1 erkek (%92) ve 6’s1 (%8) kadin ve yas ortalamasi 28 (21-41) yas
olarak uluslarasi ve ulusal yaymlardaki verilerle uyumlu olarak bulundu [115, 116].
Calismaya dahil edilen hastalarin 12’si (%16) kuruma tedavi igin ilk kez bagvuruda
bulunan hastalar iken, 6’s1 (%8) nalokson/buprenorfin (oral) ve 58’1 (%76) naltrekson
(S.C. implant) tedavisi almaktaydi.

Calismamiz i¢in toplanan idrar numuneleri igin biitlinlik testi olarak pH,
dansite, nitrit ve kreatinin analizleri yapildi. Analizler sonucunda numunelerde
diliisyon veya miidahale diistindiirecek bir sonug¢ saptanmadi (Tablo 4.23.).

Idrar ve tiikiiriik i¢in gelistirilen LC-MS/MS yéntemlerinin validasyon calisma
planlart ve performans kriterleri SWGTOX’a uygun bigimde belirlenerek
gercgeklestirildi (Tablo 3.13.).

Idrar ve tiikiiriik LC-MS/MS metodu i¢in analizine karar verilen maddelerin
MRM taramalarinda kullanilmak iizere ana ve yavru iyon seg¢imleri i¢in literatiir
taramas1 yapilip [117-122] en iyi pik intensitesi veren kiitle/yiik (m/z) degerleri
secilerek metot aplikasyonlar1 gergeklestirildi (Tablo 3.7., Tablo 3.8., Tablo 3.10.,
Tablo 3.11.). Analitik aralik ve dogrusallik ¢alismasinda idrar i¢in 50-400 ng/mL
araliginda, tiikiirik i¢in 25-800 ng/mL araliginda dogrusal yanit alindig: ve her iki
matriks i¢in de regresyon degerlerinin >0,99 oldugu saptandi (Tablo 4.2. ve 4.12.).
LOD degerlerinin idrar i¢in 2,9- 13,8 arasinda (Tablo 4.3.) tiikiiriik i¢in 3,6-21,6
arasinda (Tablo 4.13.) oldugu belirlendi. Calisma kapsaminda alinan 26 madde igin
idrar LC-MS/MS yonteminde kantitasyon smirt (LOQ) 50 ng/mL ve tiikiiriik LC-
MS/MS yénteminde kantitasyon smir1 (LOQ) 25 ng/mL olarak belirlendi. Idrar LC-
MS/MS yonteminde tiim maddeler i¢in % Bias degerleri -5,1 ile 4,1 arasinda tiikiiriik
LC-MS/MS yonteminde % Bias degerleri -10,0 ile 7,4 arasinda ve her ikisi i¢in de

belirlenen hedefler iginde bulundu. Tikiirik yontemi igin akredite bir merkezle
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yapilan Bias karsilagtirmasi sonuclari da tiim maddeler i¢in -19,9 ile 2,6 arasinda ve
+20 i¢inde bulundu. Tikiiriik Bias degerlerinin idrar yontemine gore daha yiiksek
bulunmasinin matriks etkisinden, hazirlik isleminden kaynaklandig: diisiiniildii. idrar
metodu i¢in giin i¢i ve giinler aras1 % CV degerleri %0,1- %6,3 ve %1,9- %8,8 arasinda
bulundu. Tiikiiriikk metodu i¢in giin i¢i ve giinler aras1 % CV degerleri %0,2- %10,8 ve
%1- %13,7 arasinda bulundu. idrar ve tikirik LC-MS/MS ydntemleri igin
gerceklestirilen siiriiklenme, girisim Ve iyonizasyon etkilesimi ¢alismalari belirlenen
hedefler i¢cinde ve birbiri ile uyumlu olarak bulundu. Her iki yontem i¢in de validasyon
calismalar1 tamamlandi.

Bu tez ¢alismasinda OKB hastalarinin tan1 ve tedavi izleminde yararlanilmak
tizere klinik amagla kullanilacak yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu nedenle
gelistirilen yontemler yapilan hasta numune analizlerinin degerlendirilmesinde esik
deger olarak kantitasyon sinirlar1 kullanildi. Krock ve arkadaslari da tedavi izlemi
amacl kullanilan madde analizlerinde duyarlig1 yiiksek LC-MS/MS yontemleri igin
diisiik esik degerlerin secilmesinin hasta uyumunun degerlendirilmesinde daha yararl
oldugunu bildirmislerdir [123].

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, tiikiiriik numunelerinde LC-MS/MS ile
madde analizlerinin etken maddeler i¢in genellikle ayr1 ayr gelistirildigi kimi zaman
da sadece opioidler i¢in birkag maddenin analiz edildigi belirlendi [124-126]. Tiikiiriik
numunelerinin LC-MS/MS metodu ile ¢alisilmasi igin genellikle 6n hazirlik asamasi
uzun prosediirler gerektirmektedir [126-128]. Bir¢ok ¢alismada; tiikiiriik toplamak igin
0zel toplama kaplari, tiikiiriik numunelerinde protein ¢oktiirme sonrasi filtre kullanimi
[129], protein ¢Oktiirme sonrasi siiziintiiyii azot altinda kurutma [127] gibi hem
¢alismanin numune hazirlama asamasini uzatan hem de fazla sarf malzeme kullanimi
gerektiren uygulamalar oldugu goriildii. Calismamizda tiikiiriitk numuneleri 6n hazirlik
asamasl i¢in optimizasyon ¢alismalari yapildi. Bu optimizasyon ¢alismalari sonucunda
tiklirik numunelerinin 6n hazirhig i¢in sirasiyla %100 metanol ile ¢oktiirme,
santrifiigasyon ve ardindan siiziintiiniin elde edilmesi basamaklarinin uygulanmasina
karar verildi. Bu sekilde 6n hazirhlk asamasi maliyetli sarflarn  kullanimini
gerektirmeden hizli bigcimde gerceklestirilmis oldu.

Hastalarimizdan es zamanli olarak alinan idrar ve tiikiirtk numunelerinin

validasyonlar1 tamamlanan metodlarla analizleri gergeklestirildi (Tablo 4.24.).
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Calisma icin toplanan 76 adet idrar ve tiikiirik numunesinde c¢alisma
kapsamina alinan 26 madde’den 14 tanesinin (6-MAM, buprenorfin, eroin, etilmorfin,
gabapentin, kodein, metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson, norbuprenorfin,
norkodein, normorfin, pregabalin) kullanimi tespit edildi. Hastalarimizda diger 12
maddenin (EDDP, BEG, dihidrokodein, kokain, kokaetilen, MBDB, MDA, MDEA,
MDMA, metadon, oksikodon, tramadol) kullanimi tespit edilmedi.

Calismamiz kapsamindaki hastalarin ilk bagvuru grubunda olan 12 hastadan
1’1 negatif; 2’si pregabalin veya gabapentin, 4’ii pregabalin/gabapentin ile birlikte
yasakli madde ve 5’1 yasakli madde pozitif olarak belirlendi. Nalokson/Buprenorfin
tedavisi altindaki hasta grubundan 5’1 pregabalin veya norbuprenorfin ile birlikte
yasakli madde ve 1’1 yasakli madde pozitif olarak belirlendi. Naltrekson grubundaki
hastalardan 13’1 negatif, 28’1 sadece pregabalin, 1’i pregabalin ve gabapentin, 11°i
pregabalin/gabapentin ile birlikte yasakli madde ve 5’i sadece yasakli madde pozitif
olarak belirlendi. Hasta gruplarina gore pozitif sonuglar Tablo 4.27°de 6zetlenmistir.
Naltrekson grubunda hastalarin %50’sinin gabapentinoid madde saptanmakla beraber
hastalarin %19’unda gabapentinoid madde ile beraber yasakli madde tespit edildi.
Antagonist Naltrekson tedavi grubundaki 58 hastanin idrar LC-MS/MS yontemi
analizleri incelendiginde sadece 3’linde (%5) naltrekson tespit edilerek bu hastalarin
implantlarindan naltrekson saliniminin devam etmekte oldugu belirlendi. Bu gruptaki
hastalar implant takildiktan 3 ay sonra yeni implantin takilmasi i¢in randevii alarak
geldikleri donemde numune almmisti. Bu nedenle bu hasta grubunun biiyiik
cogunlugunda (%95) implantlarindaki madde salinimi sonlanmis olarak bulundu.
Naltrekson implantlarindan madde salinimi hasta metabolizmasmna gore
degismektedir. Naltrekson diizeylerinin recete edilme siiresi olan 3 aylik stireler
beklenmeden daha kisa araliklarla belirlenmesi ve negatif bulunan hastalara yeni
implant i¢in planlama yapilmasinin gerektigi belirlenmistir. Calismamizda gelistirilen
yontem ile naltrekson Olgiimlerinin yapilmasinin bu tedavinin uygunlandigi
merkezlerde yararli olacagi sonucuna varilmistir. Naltrekson tedavisinde kullanilan
cilt alt1 implantlarin ortalama {i¢ aylik etkinlik siiresi oldugu kabul edilmesine karsin,
farmakokinetik farkliliklar nedeni ile, naltrekson diizeyi izleminin tedavi

optimizasyonu i¢in yararli olacagi sonucuna varilmastir.
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Idrar ve tiikiiriik numunelerinin morfin analizleri karsilastirildiginda 56 (%74)
hasta sonucunun negatif olarak uyumlu oldugu goriildii (Tablo 4.27. Grup A). Aynmi
sekilde 11 (%14) hastanin pozitiflik oranlarinin uyumlu oldugu belirlendi (Tablo 4.27.
Grup B). Tiim hastalar i¢inde pozitiflik ve negatifliklerin uyumu %88 oldugu saptandi.
Dort hastada (27, 41, 60, 64. hastalar) immiinolojik yontem ve idrar sonuglar1 pozitif
olarak saptanirken tiikiiriik sonug¢larmin negatif oldugu belirlendi (Tablo 4.27. Grup
C). Bu hastalarin idrar morfin diizeylerinde glukronidaz aktivitesi sonrasi belirgin artis
saptandi1 (Tablo 4.26). Morfinin yaklasik olarak %60’1 morfin 3-glukronid, %5’i
morfin 6-glukronid maddelerine metabolize olmaktadir [130].Bu hastalarda, morfin
glukronid olarak bulunan morfin metabolitlerinin yiiksek bulunmasi nedeni ile
tiikiiriikte negatif sonug alindig1 diisiiniildii. Iki hastada (2 ve 75. hastalar) immiinolojik
yontem ve tiikiiriik analizlerinde pozitif sonug alinirken idrar LC-MS/MS yodnteminde
negatif sonug oldugu goriildii. Bu hastalarin idrar numunelerinin glukronidaz aktivitesi
sonrast degerlendirmelerinde pozitif sonu¢ alindi. Bu hastalar i¢in idrar morfin
sonuglarinin LOQ altinda olmakla beraber LOD degeri olan 9 ng/mL {izerinde oldugu
(2. hasta icin 45,7 ng/mL, 75. hasta i¢in 17,8 ng/mL) goriildii. Rutin analiz siirecinde
glukronidaz aktivitesinin gerekli olmadigi diisliniilmekle birlikte morfin i¢in LOD
degerlerinin  lizerindeki sonuglarin  glukronidaz  aktivitesi sonrasi tekrar
degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varildi. iki hastada (42. ve 58. hastalar)
immiinolojik yontem ile pozitif sonug alinirken LC-MS/MS yontemlerinde tiikiiriik ve
idrar i¢in negatif sonu¢ alindi. Bu hastalardan 42. hastanin tiikiiriik ve idrar morfin
sonuclart LOD degerinin {izerinde ve 58. hastanin idrar morfin sonucunun LOD
tizerinde oldugu saptandi. Glukronidaz aktivitesi sonrasi her iki hastanin idrar morfin
sonuglarinin da pozitif oldugu belirlendi. Ancak hasta 58 i¢in tiikiiriikte morfin
belirlenmedi. Rutin analiz siirecinde glukronidaz aktivitesinin gerekli olmadigi
diistiniilmekle birlikte morfin i¢in LOD degerlerinin iizerindeki sonuglarin
Glukronidaz aktivitesi sonrasi tekrar degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varildi.
Ayrica bir hastada (Hasta 19.) immiinolojik yontem sonucu negatif bulunurken idrar
LC-MS/MS (Glukronidaz 6ncesi 433 ng/mL, glukronidaz sonrasi 1007 ng/mL) ve
tiikiirtik (1.013,6 ng/mL) sonuglarinin pozitif oldugu saptandi. Bu hasta i¢in idrar
biitiinliik testlerinin belirlenen hedefleri asmamakla birlikte (kreatinin 26.35, dansite

1005) oldukga diliisyonlu oldugu belirlendi. Immiiniinolojik yéntem i¢in sonucun esik
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deger altinda olmakla beraber 597 ng/mL diizeylerinde olmasi nedeni ile bu idrar
numunesi i¢in diliisyon nedeni ile negatif sonug¢ alinmis olabilecegi diistiniildii.

Idrar ve tiikiirik numunelerinin LC-MS/MS  kodein  analizleri
karsilastirildiginda 64 hasta sonucunun (%84) negatif olarak (Tablo 4.28. Grup.A) ve
8 hasta sonucunun (%11) pozitif olarak (Tablo 4.28. Grup.B) uyumlu oldugu
belirlendi. Tiim hastalar i¢in pozitif-negatif sonu¢ uyumlulugu %95 olarak bulundu.
Ug hastada (60., 66. ve 67. hastalar) idrar sonuglar1 pozitif saptanirken tiikiiriik
sonuglarinin negatif oldugu belirlendi (Tablo 4.28. Grup. C). Bir hastada (19. hasta)
idrar sonucu negatif bulunurken tiikiiriik sonucu pozitif saptandi (Tablo 4.28. Grup.D).
Tiikiiriik ve idrar numunelerinde yasakli madde analizi i¢in birgok saptama penceresi
calismalar1 bulunmaktadir. Alain G. Verstraete 2004 yilinda yaptig1 calisma ile madde
alimindan sonra idrar numunelerinde ortalama saptama penceresini 1,5 — 4 giin
araliginda, tiikiirik numunelerinde 5 — 48 saat araliginda bildirmistir[93]. [101]. Bu
hastalarda kodein tespit edilememe sebebinin tiikiiriik i¢in saptama penceresinin
disinda oldugu diistiniildii.

6-MAM maddesinin idrar ve tiikiiriik LC-MS/MS analizleri karsilastirildiginda
65 (%86) hastanin sonucunun negatif olarak uyumlu oldugu goriildi (Tablo 4.29.
Grup.A). Aymt sekilde 10 (%13) hastanin pozitiflik oranlarinin uyumlu oldugu
belirlendi (Tablo 4.29. Grup.B). Tiim hastalar i¢in pozitif negatiflik uyumlulugu %99
oldugu saptandi. Bir hastada (61) idrar sonucu pozitif tespit edilirken tiikiiriik sonucu
negatif tespit edildi. Bu hastanin 6-MAM maddesinin tiikiiriik saptama penceresi
penceresi disinda oldugu diistiniildii [101].

Normorfin, norkodein ve etilmorfin maddelerinin idrar ve tiikiiriik LC-MS/MS
analizleri karsilastirildiginda 60 (%79) hastanin sonucunun negatif olarak uyumlu
oldugu goriildii. 16 hastanin idrar numunesinde norkodein, 8 hastanin idrar
numunesinde normorfin, 2 hastanin idrar numunesinde etilmorfin tespit edildi.
Tiikiiriik matriksine pasif diflizyon mekanizmasi ile 300 Da’dan kiigiik ve polar olan
bilesikler gegmektedir[131]. Opioid maddelerin metabolitleri yiiksek polarite ve zayif
lipofilik 6zellige sahip oldugu i¢in tiikiiriik matrksine pasif difiizyon ile daha zor
gecmektedir [132]. Calismamizdaki morfinin ve kodeinin karacigerde Sitokrom P450
oksidasyonu sonucu olusan normorfin [133] ve norkodein [134]ve morfin maddesine

kimyasal olarak etoksi grubu eklenmesiyle tiiretilen [135] etilmorfin analizleri idrar ve
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tiikiiriik numunelerinde karsilastirildiginda tiikiiriik numunelerinde bu metabolitlerin
yiiksek polariteleri yiiziinden gecemedigi i¢in tespit edilmedigi diigiiniildii.

Idrar ve tiikiiriik numunelerinin LC-MS/MS metamfetamin, immiinolojik
amfetamin grup analizleri karsilastirildiginda 61 (%81) hastanin sonucunun negatif
olarak uyumlu oldugu goriildii (Tablo 4.30. Grup.A). Ayni sekilde 11 (%14) hastanin
pozitiflik oranlarinin uyumlu oldugu belirlendi (Tablo 4.30. Grup.B). Tiim hastalar
i¢in pozitif negatiflik uyumlulugu %95 oldugu saptandi. iki hastada (14. ve 76. hasta)
idrar LC-MS/MS analizleri pozitif saptanirken tiikiirik LC-MS/MS ve idrar
immiinolojik yontemde negatif saptandi1 (Tablo 4.30. Grup.C). Diger iki hastada (58.
ve 66. hasta) immiinolojik yontem amfetamin grubu negatif saptanirken idrar ve
tikiirik LC-MS/MS yonteminde pozitif saptandi (Tablo 4.30. Grup.D). Bu farkh
saptanan sonuglardan 14. ve 66. Hastalarin immiinolojik yontem sonugclar1 sirasiyla
124, 401 ng/mL’lik konsantrasyonlar saptandigi ama bunlarin esik deger altinda
oldugu i¢in negatif saptandigi goriildii. 58. ve 76. hastalarin idrar LC-MS/MS yontemi
konsantrasyonlarinin da diisiik oldugu goriildii.

Pregabalin maddesinin idrar ve tiikiirik LC-MS/MS analizlerin de 44(%58)
hastada tespit edildi. 41 hastada hem tiikiiriik hemde idrarda pozitif bulunurken 5
hastada (2., 11., 16., 44. ve 68. Hasta) tiikiirik numunelerinde tespit edilmedi.
Pregabalin maddenin idrar ve tiikiiriik analizleri karsilastirildiginda tiim hastalar igin
pozitif negatiflik uyumlulugu %93 oldugu saptandi. Pregabalin maddesi proteine bagl
degildir, karaciger enzimlerini indiiklemez ve idrardan metabolize olmadan atilir
[136]. Pregabalin idrar numuneleri konsantrasyonlari sonuglarimizda 739 — 795.577
ng/mL araliginda, tiikiirik numunelerinde 25 — 25.763 ng/mL araliginda bulundu.
Pregabalin konsantrasyonlar1 idrar numunelerinde oransal olarak biiyiik fark %98’ inin
metabolize olmadan atilmasindan kaynaklandigi distintilmistiir. Pregabalin gibi
GABA analogu olan gabapentin maddesi 4 es idrar ve tiikiiriik numunesin de tespit
edilirken 6 nolu hasta da sadece tiikiiriikte, 53 nolu hastada sadece idrarda tespit edildi.

[k bagvuru yapan 12 hastanin LC-MS/MS yéntemi analizleri incelendiginde
oncelikle %50 oraninda opioid madde, %33oraninda metamfetamin kullanimi tespit
edildi. Bu sonugclara gore ilk tedaviye gelen hastalarin detoksifikasyona baslamak icin

analizlerin 6nemi gorildii.



103

Agonist nalokson/buprenorfin tedavisi alan 6 hastanin idrar LC-MS/MS
yontemi analizleri incelendiginde %66 oraninda opioid kullanimai tespit edildi. Yapilan
caligmalarda da oldugu gibi agonistik tedavi alan hastalarin relaps riskinin oldugu
bilinmektedir[137]. Bu risk sebebiyle agonistik tedavide opioid madde analizinin
onemli oldugu gorildii.

Antagonist naltrekson tedavi alan grupta %15 oraninda opioid madde
pozitifligi belirlendi. Yasakli madde kullanimlarinin bu oranda olmasinin naltrekson
diizeylerinin diisiik ya da negatif olmasi ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi
distiniildi.

Tim bu es zamanli aliman idrar ve tikiirik numune sonuglar
karsilastirildiginda ¢ikan sonuglar ¢cogunlukla birbirine uymaktadir. Gelistirdigimiz
idrar ve tikiirik LC-MS/MS metodlar1 OKB hastalarinin tan1 ve tedavisinde

kullanilmak i¢in faydali olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, OKB tedavisinde kullanilan ilaglarin, metabolitlerinin ve
opioid grubundaki yaygin olarak kétiiye kullanilan yasakli maddelerin (6-MAM, BEG,
buprenorfin, dihidrokodein, EDDP, eroin, etilmorfin, gabapentin, kodein, kokaetilen,
kokain, MBDB, MDA, MDEA, MDMA, metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson,
norbuprenorfin, norkodein, normorfin, oksikodon, pregabalin ve tramadol) bir panel
olarak idrar ve tiikiirik numunelerinde kantitatif analizini gergeklestiren LC-MS/MS
yontemleri gelistirildi ve validasyonlar1 tamamlandi. Calismamiz bu kapsamda yer
alan maddelerin idrar ve tiikiiriik analizlerinin karsilagtirildig1 ilk ¢aligmadir.

Validasyon sonuglarina gore gelistirilen idrar ve tikiirik LC-MS/MS
metodlarinin dogrulugu ve giivenirligi gosterildi. Analitik aralik ve dogruluk, saptama
ve kantitasyon sinir1, bias ve kesinlik, siiriiklenme, girisim, iyonizasyon etkilesimi,
diliisyon biitlinliigii, dayaniklilik validasyon sonuglari belirlenen hedefler iginde ve
birbiri ile uyumlu olarak bulundu. Validasyonu tamamlanan yoéntemlerde idrar
numuneleri i¢in 50 ng/mL (LOQ), tiikiirik numuneleri igin 25 ng/mL (LOQ) olarak
karar sinirlart belirlendi.

Calismaya dahil edilen hastalarin 70’1 erkek (%92) ve 6’s1 (%8) kadin ve yas
ortalamasi 28 (21-41) yas, 12’si (%16) kuruma tedavi igin ilk kez bagvuruda bulunan
hastalar iken, 6’s1 (%8) nalokson/buprenorfin (oral) ve 58’1 (%76) naltrekson (S.C.
implant) tedavisi almaktaydi.

Calisma icin toplanan 76 adet idrar ve tiikiirik numunesinde c¢alisma
kapsamina alinan 26 madde’den 14 tanesinin (6-MAM, buprenorfin, eroin, etilmorfin,
gabapentin, kodein, metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson, norbuprenorfin,
norkodein, normorfin, pregabalin) kullanimi tespit edildi.

Idrar numunelerinin LC-MS/MS sonuglar1, immiinolojik yéntem ile calisilan
opiat, ekstazi ve amfetamin sonuglari ile karsilastirildi. ki ydntem pozitif-negatif
sonuglar i¢in %92 oraninda uyumlu bulundu. Ayrica hastalarin tedavisinde kullanilan
ilaclarin ve metabolitlerinin, opiat dl¢limiinde kullandigimiz immiinolojik yontem
tizerinde etkilesimlerinin olmadig belirlendi.

Tiim hastalarda tiikiirik LC-MS/MS, idrar LC-MS/MS ve idrar immiinolojik
yontem sonuglar1 karsilastirildiginda morfin i¢in %88 ve metamfetamin i¢in %95

pozitif-negatif sonu¢ uyumlulugu bulundu.
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Hastalarin tedavisinde kullanilan ilaglarin  ve metabolitlerinin, opiat
Ol¢iimiinde kullandigimiz immiinolojik yontem tiizerinde etkilesimlerinin olmadigi
belirlendi.

LC-MS/MS yontemi ile calisilan tiikiirik ve idrar analizi sonuglari
karsilastirildiginda, tiim hastalarda kodein i¢in %95, 6-MAM ig¢in %99, pregabalin i¢in
%93 pozitif-negatif sonu¢ uyumlulugu bulundu. Norkodein, normorfin ve etilmorfin
idrar numunelerinde saptanirken tiikiirik numunelerinde tespit edilmedi. Tikiiriik
matriksine gegmedigi belirlenen bu maddelerin panelden ¢ikarilmasinin uygun olacagi
belirlendi.

Idrar numunelerinin LC-MS/MS yéntemi ile yapilan madde tarama
analizlerinde morfin sonuglarinin LOD iizerinde bulunmasi durumunda glukronidaz
aktivitesi sonrasi tekrar degerlendirilme gerektigi sonucuna varild.

Calismaya dahil edilen hastalarin %54 tinde pregabalin maddesi tespit edildi.
OKB tedavisinde yaygin olarak regete edilmekte olan pregabalinin hasta
numunelerinde analizinin tedaviye uyumu takip etmek acisindan yararl oldugu bu
nedenle panelimizde bulunmasinin 6nemli oldugu sonucuna varildi.

OKB tedavisi i¢in naltrekson cilalti implant1 yerlestirilen hastalarin diizenli
araliklarla kontrole gagirilarak ilag diizeylerinin izleminin gerekli oldugu belirlendi.
Calismamizda gelistirdigimiz idrar ve tiikiirik LC-MS/MS yontemlerinin naltrekson
diizeylerinin Ol¢iimiinde yararli olacagi, hastalarin relaps riskini onlemede katki
saglayacagi diislintildii.

Gelistirdigimiz yontemler ile yapilan analizler sonucunda idrar numuneleri igin
tespit edilen 14 madde (6-MAM, buprenorfin, eroin, etilmorfin, gabapentin, kodein,
metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson, norbuprenorfin, norkodein, normorfin ve
pregabalin) ile tiikiirik numuneleri i¢in tespit edilen 11 maddenin (6- MAM,
buprenorfin, eroin, gabapentin, kodein, metamfetamin, morfin, nalokson, naltrekson,
norbuprenorfin ve pregabalin) dahil edildigi minimalize panellerin, opioid kullanim

bozuklugu tani ve tedavisinde kullaniminin yararli olacagi sonucuna varildi.
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Ek-2 Arastirma Amagh Calisma I¢in Aydinlatilmis Onam Formu
ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Opioid kullanim bozuklugu ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Opioid
kullanim bozuklugunda idrar ve tiikiiriik numunelerinde yasakh madde analizlerinin
karsilastirilmasi”dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniillillik esasina dayalidir.
Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmay1 yapmak istememizin nedeni, idrar ve tiikiiriik numunelerinde opioid maddeler
icin yeni bir tarama metodu gelistirmektir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya ve Ruh Saghgi ve Hastaliklar1 Anabilim Dallari’nin ortak katilmi ile
gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Eger aragtirmaya katilmayi kabul ederseniz Dr. Seref Can Giirel uygun goriirse bu ¢alismaya
aliacaksimiz. Yine izniniz dogrultusunda bu ¢aligmay1 yapabilmek i¢in 30 ml idrar ve 5 ml
kadar tiikiiriik vermeniz istenecektir. Alinan orneklerde opioid grubu bilesiklerin miktart
Olgiilecektir.

Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Caligsmaya katildiginiz
icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen gorevliler,
etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢cekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katilimcinmin/Hastanin Beyani)

Sayin Dr. Seref Can Giirel tarafindan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
ve Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dallari’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir
arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma
sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla
korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim.
(Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi dnceden
bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
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Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal
bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Seref Can
Giirel’i 0312 305 14 40 (is) veya 0530 993 06 12 (cep) no’lu telefonlardan ve HUTF Ruh
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali adresinden arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma kararini
aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul
ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihmci
Adi, soyadt:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanmigi
Adi, soyadt:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilime ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvant:

Adres:

Tel.

Imza

Calismaya katilmay1 kabul ediyorsaniz asagidaki kutucugu X ile isaretleyiniz ve devam ediniz.

Kabul ediyorum.




Ek-3 Tez Calismasi Orjinallik Raporu

Opioid kullanim bozuklugunda idrar ve taktrik
numunelerinde yasakl madde analizlerinin kargilastirimasi

ORUINALLIK RAPORL
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Ek-4 Dijital Makbuz

soyledir:

turnitinJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz 6devinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Gonderiminize dair bilgiler

Gonderen:

Odev bashg::
Gonderi Bashg:
Dosya ad:

Dosya boyutu:

Sayfa sayisi:

Kelime sayisi:
Karakter sayisi:
Gonderim Tarihi:
Gonderim Numaras:

Gonderinizin ilk sayfasi agsagida gonderilmektedir.

llknur Coban

Opioid kullanim bozuklugunda idrar ve tukurik numuneleri...
Opioid kullanim bozuklugunda idrar ve tukurik numuneleri...

Turnitin_Tez_Bas_m_16.01.2023.docx
5.53M

123

22,897

142,674

16-0ca-2023 04:140S (UTC+0300)
1993571320
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OPRED KULLANMM BOZUKLUOUNDA IDRAR Ve TOSOR0K
NUMUMELERINTE YASASLE MADDE ANALLZLERIVIN
KARSRASTIRLNAS

Ty M (AN

Post o Popen
Vil s Tt

118




119

9.0ZGECMIS



