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OZET

Erol Ozturk, Y. (2014). JWH-018 ve Metabolitlerinin LC-MS/MS ile Kan ve
Idrarda Tayinleri. Istanbul Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik
Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Baslangicta esrarin  etkilerini arastirmak tiizere gelistirilen sentetik
kannabinoidler simdilerde esrara alternatif olarak kullanilmaktadir. CB1 ve
CB2 kannabinoid reseptorlerine degisik derecelerde afinite gosteren farkli
kimyasal yapilarda birgok sentetik kannabinoid bilinmektedir. Sentetik
kannabinoid iceren bitkisel karisimlar Spice, Yucatan Fire, Smoke, Sence, Skunk ve
Space gibi ticari isimlerle ve “Tiitsii” olarak satilmaktadirlar.

JWH-018 ve ana metabolitlerinin kan ve idrar orneklerinde tayini i¢in kat1 faz
ekstraksiyonu ve likit kromatografi tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
kullanilarak hassas ve spesifik bir metot gelistirilmistir. Tiim analitler igin
dogrusal aralik 0.1-50 ng/mL olarak bulunmustur. Kan ve idrar i¢in tayin alt
sinir1 (LOD) degerleri 0.08 ve 0.14 ng/mL arasindadir. Ekstrasiyon etkinligi %
8520 ve % 97.64 arasinda degismektedir. Giin i¢i ve gilinleraras:
tekrarlanabilirlik belirsizlik degerleri % 2- 8.8 araliginda bulunmustur. JWH-018

ve metabolitleri kan, idrar ve metanol icerisinde incelenen kosullarda stabildir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, JWH-018, metabolitleri, kan, idrar

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje N0:28809.



ABSTRACT

Erol Oztiirk, Y. (2014). Determination of JWH-018 and metabolites in blood and
urine with LC-MS/MS. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

First developed to study the cannabinoid receptor system, various synthetic
chemicals are now being used recreationally as an alternative to cannabis. There
are known lots of synthetic cannabinoids have varying degrees of affinity to
CB1 and CB2 cannabinoid receptors with different chemical structures. These
chemicals are named “herbal incense” and marketed with trade names as Spice,
Yucatan Fire, Smoke, Sence, Skunk and Space.

A sensitive and specific method was developed using solid-phase extraction
and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for the
quantification and confirmation JWH-018 and its main metabolites in urine and
blood. The linear range was found 0.1-50 ng/mL for all analytes. The range of
detection limit was between 0.08 and 0.14 ng/mL for the blood and urine. The
extraction efficiency ranged from 85.20% to 97.64%. Within and between-run
imprecision was between 2% and 8.8%. JWH-018 and its metabolites were

stable in blood, urine and in methanol under all conditions.

Key Words: LC-MS/MS, JWH-018, metabolites, blood, urine
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1. GIRIS VE AMAC
M.O. 2737 yilinda ilk olarak Cin Imparatoru Shen-Nung kendi

yazilarinda esrarin malarya ve romatizma {izerindeki etkilerine dikkat cekerek
esrarin yararlarindan bahsetmistir [1].

1964 yilinda tetrahidrokannabinoliin (THC) kenevir bitkisinden
izolasyonunu takiben 1980li yillarda endokannabinoid reseptorleri CB1 ve CB2
kesfedilmistir ve reseptorlerin etkilerini incelemek amaciyla pek ¢ok calisma
yapimstir. 1990'lh  yillarda Huffman ve arkadaslar1 bu c¢alismalarda
kullanilmak tizere “JWH” olarak isimlendirilen bilesikleri sentezlemislerdir.
2004 yilinda “Spice” diye adlandirilan ve sentetik kannabinoidleri igeren bitki
karisimlar: internet yoluyla kullanima sunulmustur [2].

“Bu giinlerde genglerin partilerinde popiiler hale gelen yeni bir iiriin var ve bu
ne bira ne de regeteli bir ilag. Bu gengleri ucuran bitkisel bir iiriin ve tamamen yasal. Bu
iiriin K2 “Spice”, bir cesit sentetik esrar, icildiginde esrar kadar uguruyor. “K2” ,
“Spice” online ya da lokal diikkanlardan bulabilirsiniz”

Yukaridaki ctimle “Spice” isimli {irliniin internet tizerinden pazarlanmasi
amaciyla yazilmis bir reklam ciimlesidir [2]. Spice Gold, Spice Silver, Spice
Diamond, Spice Arctic Synergy, Tropical Spice ve Spice Egypt, Yuacatan Fire,
Smoke, Sence ve ChillX gibi aym igerige sahip oldugu iddia edilen iirtinler bu
markette yer almaktadir [3].

Bir¢ok iilkede yasa dist madde sentez laboratuvarlari, heniiz yasal
diizenlemelerin disinda kalan ve ilag izleme programlarinda tespit edilmeyen
bu grup maddeleri yasa koyucular1 atlatmak, uyusturucunun ticaretinin ve
tasinmasimin kolaylasmasi bakimindan iyi bir alternatif olarak gormiislerdir.
Simdilerde = “headshop”lar ve internet siteleri  {izerinden farkl
kombinasyonlarda (JWH-, CP-, HU-, AM-) bir dizi iirlin satisa sunulmustur.
Iceriklerinin ve piyasa isimlerinin siirekli degisiyor olmasi bu firiinleri bir

fenomen haline getirmistir [4-8].



Ik olarak 2008 yili sonlarinda “Spice” iiriinlerinde JWH-018 olarak
adlandirilan sentetik kannabinoid tespit edilmis ve 2009 yili baslarindan
itibaren Avrupa Birligi Ulkelerinde JWH-018 igeren iiriinler yasaklanmaya
baslanmustir.

“Spice” tirtinlerinin kannabinoid tarzi etkiye sahip olmas: diger denetime
tabi ya da yasakl1 narkotik maddelerde oldugu gibi suiistimal edilme risklerini
arttirmakta, reklamlar araciligiyla yasal olduklari izlenimi verilerek gengler ve
bulug cagindakilerin kullanim1 6zendirilmektedir. Bu {iriinlerin kullanimina
bagh olarak ortaya ¢ikan zehirlenme ve 6liim vakalarinda son giinlerde biiytik
artis gozlenmektedir.

Bu nedenle sentetik kannabinoidlerin kan ve idrarda tayin edilmesini
saglayan metotlarin gelistirilmesi Onemlidir. Bu c¢alismanin amact yasa
kapsamina yeni alinan JWH-018 maddesinin metabolitleri yardimiyla izlenmesi
ve rapor edilmesini saglayan secici, giivenilir, tespit sinir1 diisiik ve ekonomik
bir metot tasarlanmasi ve uygulanmasidir. Ayrica kan ve idrar matrislerinde
kararliik  calismalar1 da  yapilarak literatiire katkida  bulunmak

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sentetik Kannabinoidler

Son donemlere kadar sentetik tilirevler geleneksel terapotiklerin
farmakolojik 06zelliklerini gelistirmek veya esrar ve kubar esrarin spesifik
mekanizmasii arastirmak {izere dizayn edilmislerdir [9,10]. Sentetik
kannabinoidler sentezleyen kisi ya da kurumlarin 6n ekleri ile isimlendirilmis
dort ana gruptan ( JWH, HU, CP, AM) olusmaktadir..2004’ten itibaren sokak
kimyacilar1 kontrole tabi ya da yasakli olmayan ve ayni zamanda farmakolojik
olarak en az esrar kadar etkili tirtinler tasarlamaya baslamislardir [10].

Bu maddelerden JWH-018 ilk olarak 1980’li yillarda medikal kimyaci
John William Huffman tarafindan viicutta endokannabinoidlerin yapisini ve
etki mekanizmasini incelemek tizere gelistirilmistir. Huffman bir ila¢ {izerine
Ulusal Uyusturucu Bagimliligr Enstitiisti tarafindan desteklenen bir ¢alismaya
baslamis ve ilk olarak “K2” , “Spice”’de kullanilmis olan sentetik esrarlari
sentezlenmistir. JWH serisi kannabinoidler (A9-THC)nin yapisinin bilgisayar
tizerinden gelistirilmesiyle sentezlenmislerdir [1].

JWH’lara ek olarak “Spice” i¢inde bulunan diger sentetik maddelerden
HU-210 1960'larda Raphael Mechoulam tarafindan Hebrew Universitesinde
sentezlenmis klasik bir kannabinoiddir. Bu madde yapisal olarak A9-THC'ye
benziyor olmasina ragmen reseptOr afinitesi daha yiiksektir. Fakat
sentezlenmesi oldukc¢a zordur. Siklofenol (“CP”) 1970'lerde Pfizer firmasi
tarafindan sentezlenmis non-klasik kannabinoiddir. CP-47,497’in sentezlenmesi
kolaydir ve reseptor afinitesi oldukga yiiksek oldugu icin daha popiilerdir.
Diger indol tiirevi “AM” bilesikleri Alexandros Makriyannis tarafindan
sentezlenmistir [11,12].

Esrara alternatif bu karisimlarin dikkat c¢ekmeden kullanilmasini
saglamak amaciyla ambalajlarinda ve pazarlanmalarinda, {riiniin insan

kullanimina yonelik olmadigina iliskin bilgiler yer almistir. Bu karisimlar
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kullananlar etkilerin esrar benzeri oldugunu soylemesine ragmen esrar tespit
edilmemistir ve meydana gelen narkotik etkilerin sentetik esrarlardan ya da
eklenen diger bitkilerden kaynaklandigi one siiriilmiistiir. Ayrica etkilerini
gliclendirmek ya da yan etkilerini gidermek {izere karisimlara katki maddesi
olarak tokoferol, oleamid, aromatik maddeler (etilvanilin, eugenol ve eukaliptol)
gibi kimyasallar eklendigi ve sentetik kannabinoidlerin de uygun bir solventle
coziilerek bitki karisimlaria sprey seklinde uygulandigr diistintilmisttir [11].
Spreylenmis bu bitki karigimlari, bozulmayr onleyici aliiminyum ambalaj
icerisine konularak pazarlanmaktadir. Farkli ambalajlar ve farkli isimlerle
piyasaya siiriilmiis olan sentetik kannabinoid oOrnekleri Sekil 2-1'de

goOsterilmistir.

Sekil 2-1: “Headshop”lar ve internet iizerinden satilan farkli ambalaj ve isimli
sentetik kannabinoidler.



2.2, JWH-018
JWH-018 “sentetik kannabinoid” grubunun en ¢ok bilinen ismidir. ilk

olarak kannabinoid reseptorleri ile ilgili arastirmalar ic¢in sentezlenmis olan
madde, daha sonra sokak kimyacilar1 tarafindan sentezlenmeye baslanmistir.
Bu maddenin kimyasal yapisi ile ilgili elde edilen bilgiler sinirlidir. Lipofilik ve

non-polar 6zellikteki JWH-018"in kimyasal yapis1 Sekil 2-2’de verilmistir.

7/ \

0 N A NN

Sekil 2-2: JWH-018"in Kimyasal Yapis1 ( Naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-il)metanon)

2.2.1. Farmakokinetik Ozellikleri
Grigoryev ve ark.lar1 JWH-018 kullanan goniilliler ve JWH-018

maddesine maruz birakilan farelerin idrar Orneklerinde JWH-018
metabolitlerini incelemisler ve izlenebilir idrar metabolitlerin monohidroksil
metabolitleri oldugunu gozlemlemislerdir [13]. Moller ve ark.min karaciger
mikrozomal enzimlerini kullanarak yaptig: in vitro calismada idrarda gozlenen
metabolitlerin in vivo calismalarla benzer oldugu ve Faz I metabolitlerinin
kolaylikla  izlenebildigi, JWH-018e rastlanmadig1 belirtilmistir  [14].
Wintermeyer ve ark./larinin sitokrom P-450 enzimleri kullanarak yaptig
calismada bulunan metabolitler daha once yapilan caligmalarla uyumlu
olmakla beraber bazi farkliliklara da rastlanmistir [15]. Bu farkliliklarin idrar
konsantrasyonlar1 ve oOrnek hazirlanma prosediirlerine bagh olabilecegi
sOylenmistir [15]. Chimalakonda ve ark’larinin yaptig in vitro ¢alismada Faz I
karboksil ve hidroksil metabolitlerinin idrarda major atilim {irtinleri oldugu
gozlemlenmistir [16]. Moran ve ark.lar1 idrardaki karboksil ve hidroksil
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metabolitlerinin maddelerin tespitinde parmak izi olarak kullanilabilecegini
sOylemistir [17]. Sobolevsky ve ark.larinin kullanicilardan topladig: idrar
orneklerinde yaptiklar1 calismada, JWH-018'in indol halkasindaki ve N-alkil
zincirindeki hidroksilasyon sonucu olugan metabolitlerinin tarama metodunda
kullanilmak i¢in en uygun metabolitler oldugu belirtilmistir [18].

Sentetik kannabinoidlerin insanlarda farmakokinetik ve farmakodinamik
profilleri tam olarak bilinmemektedir. Yapilan vaka c¢alismalarinda oral ya da
inhalasyon yoluyla alimlardaki tahmini biyoyararlanimlar1 ve bu sekilde alima
bagl etkilerinden bahsedilmektedir. Bu tez yazilana dek yaymlanmis rektal ya
da parenteral vaka yaymi bulunmamaktadir. Spesifik metabolik yolaklari,
detoksifikasyon ve atilim reaksiyonlar: hala tam olarak bilinmemektedir. Genel
olarak hepatik sitokrom P450 oksidasyonunu takiben glukuronik asit
konjugasyonu ve bobrekten atilimi ile biten bir farmokokinetigi oldugu
distintilmektedir [19]. Sentetik kannabinoid metabolizmasindan sorumlu
sitokrom P450 izoenzimleri tanimlanmamis olmasina ragmen, konjugasyondan
sorumlu ana UDP-glukuronoziltransferazlar UGT1A1, UGT1A3, UGT1A9,
UGT1A10 ve UGT2B7 olarak tanimlanmuistir [16].

Alinan JWH-018'in %90'nindan fazlasinin alimdan sonraki ii¢ saatte
biyotransformasyona ugradig1 diistintilmektedir [20]. Bu gruptan benzer bir
maddede yapilan ilk in vitro calismalarda ana maddenin N-dealkilasyonla ve
hidroksilasyonla ana metabolitlere donitistiigii goriilmiistiir. Meydana gelen Faz
I metabolitlerinin bir ya da birkag tanesinin atilim sirasinda da aktif olabilecegi
yoniinde gortisler vardir [16]. Bu da JWH-018 gibi sentetik maddelerin daha
ciddi yan etkilere sahip olusunun bir agiklamasi olarak kabul edilebilir.

Tez calismasinda, yukaridaki ¢alismalar referans olarak almarak JWH-018
N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5- hidroksipentil) metabolitleri kullanilmstir.

IS (I¢ standart) olarak kimyasal yap1 bakimindan JWH benzeri olan delta-9-
tetrahydrocannabinol-d3 (THC-d3) kullanilmistir. Yapisal olarak JWH-018 ve



metabolitlerine  benzedigi igin ¢evresel kosullardan ayni sekilde
etkilenmektedir. Doteryumlu yap1 nedeniyle oldukca kararhidir. Molekiiler
agirhigl ve pargalanma iyonlar1 sayesinde standart maddelerden kolaylikla
ayrilabilmektedir. Bu maddelerin kimyasal formiilleri agsagidaki Sekil 2-3'de

gosterilmistir.

&

)
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a
/\) (b)

Sekil 2-3: JWH-018 N-pentanoik asit(a),JWH-018 N-(5-hidroksipentil)(b) ve
THC-d3(c) kimyasal yapilari.

2.2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Kannabinoid analoglar1 CB1 and CB2 reseptorleri tizerinde agonist etki
gosterirler. CB1 Kannabinoid reseptorleri beyinde yer alan en fazla G-protein
bagli reseptorlerdir ve vy-amino butirik asit (GABA) ve glutamat
norotransmisyonunun modiilasyonu konusunda énemli bir rol oynarlar. Ayrica
kannabinoid reseptorler genellikle diger reseptorler ile heterodimerler
olustururlar. Kannabinoid ve opioid reseptorler arasinda meydana geldigi
bilinen bu etkilesim etkili agr1 kontrolii konusunda farmasotik stratejilerin
gelistirilmesi  konusunda bir hedef olusturmustur. Fakat sentetik
kannabinoidler ve opiyatlarin etkilesimleri hakkinda hentiz herhangi bir bilgi
yoktur [21-23].

JWH-018 THC ile karsilastirildiginda CB1 reseptorii igin 4 CB2 reseptorii
icin ise 10 kat daha yiiksek bir reseptor afinitesine sahiptir [3]. Sicanlar {izerinde
yapilan c¢alismalarda JWH-018 maddesinin lokomotif aktiviteyi azalttigy,
analjezi, hipotermi ve katalepsi gibi THC nin neden oldugu etkilere benzer

etkilere neden oldugu gortilmiistiir.



THC ve kannabinoidler igin olas1 biyokimyasal yolaklar Sekil 2-4’de

goOsterilmistir.
THe Kannabinoidler
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Sekil 2-4: Fosfolipidler ve arasidonik asit bagimli biyokimyasal proseslerde THC ve
kannabinoidlerin etkileri

Sekil 2-5’de JWH-018 maddesinin kannabinoid reseptorler lizerindeki etkisi

gosterilmistir.
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Sekil 2-5: JWH-018 metabolizmasi ve CB1 ve CB2 reseptorleri iizerindeki etkileri.
*(+ )Agonist, (-) Antagonist baglanma afinitesini ve (X) Baglanma afinitesi
olmadigini isaret eder.



2.2.3. Toksikolojik Etkileri
2.2.3.1. Akut Etkileri

JWH-018 EMCDDA tarafindan EWS ile rapor edilmis ilk sentetik
kannabinoiddir [24]. Kullanicilarla ilgili herhangi bir klinik bulgusu
olmamasina ragmen “Spice” kullanmis olan kisiler deneyimlerini internet
sayfalarinda “chat” odalar1 araciligiyla paylasmistir [25]. Kullanicilarin
paylastigi yorumlara gore etkileri “insan beyninin ©n tarafinda gozlerin
arkasinda basing (esrarla ayni etkiler), bulaniklik, duygu ve durum iyilesmesi”
olarak tanimlanmistir [26]. Ayn1 giin igerisinde tekrar tekrar kullanan kisi artan
bir etki hissetmistir. Giin sonunda kisi “sarhos, yorgun ve sersemlemis”
hissetmistir. Kisi sentetik kannabinoidi esrar kadar ilgin¢ bulmustur. Diger bir
kullanic1 4mg JWH-018'i eritmis ve i¢mistir. Bu kisi “viicutta esrardan biraz
daha farkli farkli bir enerji dalgas1 oldugu” gibi bir yorumda bulunmustur.
Bagka bir konugsmada kullaniaa 10 mg JWH-018 kullanmis ve “kaygi”
hissettigini belirtmistir. Iki kiiciik doz JWH-018 icen bir baska kullanict “glicli
madde” olarak tanimlamistir [26].

JWH-018"in de dahil oldugu kannabinoidlerin ana kullanim nedeni 6fori
etkisidir [6]. Kisi madde kullanimina bagli olarak umursamaz, mutlu ve
rahatlamis bir ruh haline sahip olabilir, fakat bu riiya disfori, endise, psikoz,
paranoya ve panik duygusuyla sonlanabilir. Ayrica madde kullaniminin
sonrasinda depresyon ve stres kendini gosterebilir. Eger bu madde diizenli
olarak kullaniliyorsa kisi psikolojik olarak bagimli, kronik olarak durgun ve
sosyal yasamdan kopuk bir ruh haline biirtinebilir. Artan dozlar haliisinasyon
ve gerceklik duygusunun kaybi gibi sonuglara neden olabilir [6].

JWH-018, THC'ye benzer etkiler gosteren bir merkezi sinir sistemi
etkileyicisidir ve intoksikasyonun ileri asamalarinda uyusukluga neden olur.
Madde kullanimi reaksiyon siiresini uzatir ve hafiza problemlerine neden olur.

Odaklanma, siiriis kabiliyeti ve karisik bilgilerin algilanmas gibi yetiler ayrica
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zarar goriir. Bu problemler kisi intoksikasyon yasamamis olsa bile haftalarca
stirebilir [9].

JWH-018 CBI1 reseptorleri tizerindeki agonist etkisi A9-THC'den daha
ylksektir [27, 28]. Bu da kisilerin esrar benzeri etkiye sahip oldugunu
diistinerek kullandiklar: tiriinlerin neden asir1 yan etkilere ve toksisiteye sebep
oldugunu aciklamaktadir. Esrarin yiiksek dozlarda alindiginda bile “K2”
kullaniminda rapor edilen fel¢ ya da kalici kalp hasari gibi etkilere neden
olmuyor olmasimnin sebebinin daha zayif olan reseptor afinitesi oldugu
diisiiniilmektedir [29]. JWH-018"in yan etkileri ile ilgili veriler hala smirlhdir
[30].

JWH-018 kullanimina baglh olarak en sik rapor edilen psikoaktif ve
tiziksel bulgular, psikoz riskinde artis, alimdan 1 saat sonra meydana gelen
ataklar, nobet, genel konvulsiyonlar, anksiyete, ajitasyon, asabiyet, hafizada
meydana gelen degisiklikler, sedasyon, akil karigikliklari, tasikardi, ritim
bozuklugu, bradikardi, gogiis agrisi, uyusukluk, haliisinasyonlar, mide
bulantisi, kusma, pupillerde dilatasyon olarak siralanmaistir [9, 31] .

Yetiskinlere ait vaka raporlarinda psikoaktif etkilerin hog ve arzu edilen
oforiden anksiyeteye ve bilingte azalmaya kadar giden bir sinflandirma
yapilabilmekte ve bu bulgular hayvanlarda yapilan in vivo caligmalarla da
desteklenmektedir [32 -35].

Son donemlerde bazi vakalarda farkli ve onemli toksisite bulgular
tanimlanmistir. Bir vakada alimdan 30 dk sonra hareket etmekte zorluk
yasayan hastanin idrarinda JWH-018 varli$i saptanmistir [36]. Daha once
herhangi bir madde suistimali 6ykiisii bulunmayan 17 yasindaki gengte madde
alimindan yarim saat sonra siddetli gogiis agrilar1 meydana gelmistir [37].
Ambalaj iginde yesil bir madde kullandiklarini beyan eden askeri personelde

GC/MS ile idrarda yapilan taramada uyusturucular negatif bulunmus fakat
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taramada JWH aranmamistir. Ancak hastalardaki ajitasyon ve sedasyon gibi
bulgular JWH kullanimi ihtimalini diisiindtirmiistiir [38].

Yapilan son ¢alismalarla birlikte CP-55,940, CP-47,497 ve CP-47,497-C8
maddelerinin sitotoksik etkileri oldugu ortaya cikarilmistir. Bu maddelerin
doza bagimli olarak kaspaz kaskadimni indiikleyerek ya da CB1 reseptorlerini
yonlendirerek hiicrelerde apoptoza neden olduklari saptanmistir [39].
Sitotoksisite konusunda JWH-018 ile ilgili yapilmis herhangi bir calisma

bulunmamaktadir.

2.2.3.2. Uzun Donem Etkileri

Sentetik kannabinoidlerin uzun siireli kullanimina bagli toksisitesi ile
bilgiler yetersizdir. Ancak kronik kullanimdan kaynaklanan etkilerinde THC
benzeri oldugu dustiniilmektedir.

Saglikli erkekler arasinda yapilan bir ¢alismada uzun siireli kullanima
bagli olarak (toplamda 4 art arda kez kullanimdan 3 hafta diizenli kullanima
kadar degisen zamanlarda) duyusal ve gorsel haliisinasyonlardan paranoid
diislere, diisiince kilitlemelerinden konusma bozukluklarina, anksiyeteden
uyuma sorunlarina, stupora, intihar fikirlerinin olusmasma kadar uzanan
psikoz saptanmistir [40, 41].

20 yasinda bir gencte 8 ay boyunca her giin kullanimin ardindan tolerans
gelistigi goriilmiistiir. Yoksunluk doneminde “i¢gsel huzurun bozulmasi,
eksiklik, gece kabuslari, asir1 terleme, bas agrisi, mide bulantis1 ve garpintr”

yasadigimni belirtmistir [18].

2.2.4. Yasal Kisitlamalar

Ulkemizin de iiyesi oldugu Avrupa Birligi {ilkelerinde de uyusturucu
maddeler ciddi bir problem tegkil etmektedir. Bu problemin ¢6ziimiine katkida

bulunmak amaciyla 1993 yilinda EMCDDA kurulmus ve 1995 yilinda aktif
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olarak calismaya baglamigtir. Ulkemiz 2006 yilindan itibaren bu sistemi
kullanmaya baglamistir. EMCDDA daha sonra uyusturucu pazarmi kontrol
ederek yeni pazarlanan psikoaktif maddelerin olabildigince hizli bir sekilde
yasa kapsamina alinmasmi saglamak amaciyla EWS’ i kurmustur. Konsey
Karar1 (2005/387/JHA) ile tilkeler ve kurumlar arasi bilgi aligverisini

hizlandirmistir.

Sekil 2-6’de 2005-2012 yillar1 arasinda EMCDDA tarafindan EWS sistemi

ile bildirilen yeni ve yasa kapsamina alinmasi istenen psikoaktif maddeler

gosterilmektedir.

mDiger Maddeler

W Sentetik Kannabinoidler
Katinonlar
Piperazinler
Triptaminler

B Fenetilaminler

Madde Sayisi

2005 2006 2007 2008 2009 200 2011 2012

Y1l

Sekil 2-6: 2005-2012 yillar1 arasinda EMCDDA EWS verileri [42].

Avrupa Birligi iilkelerinden ingiltere, Estonya, Liiksemburg, Romanya,
Danimarka, Almanya, Fransa, Irlanda, Litvanya, Letonya, Avustuya, Polanya,
Isve¢ ve Italya’da bu maddelerin bir kismi ve tamami yasaklanmistir. Bu
tilkelerden bir kism1 madde isimleri ile kapsam belirlerken bir kismi “jenerik
yasast” adi altinda kimyasal yapidaki degisiklik gozetilmeksizin bu grupta
tiretilen tiim maddeleri yasaklamistir [43].
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Ulkemiz de 13.02.2011 tarih, 27845 sayili resmi gazetede yayinlanan
07.01.2011 tarih, 1310 say1l1 Bakanlar Kurulu karar1 JWH-018'i kanun tarafindan
kullanilmasi, bulundurulmasi, {iretilmesi ve ticaretinin yasak oldugu
uyusturucu ve uyarict maddeler listesine sokmustur. Sekil 2-7’da bu tarihte

yasa kapsamina alinmis maddeler gosterilmektedir

BasbakanlikMevzuati Gelistirme ve Yayn Genel Mudarlaga

13 Subat 2011 PAZAR Resmi Gazete Sayi: 27845

BAKANLAR KURULU KARARI

Karar Sayisi : 2011/1310

Ekli listede yer alan maddelerin 2313 sayih Uyusturucu M addelerin M urakabes: Hakkinda Kanun hitkimlerine
tabi tutulmasy Saghk Bakanligmm 22/12/2010 tarihli ve 86106 sayili yazisi tizerine. adi gecen Kanunun 19 uncu
maddesine gore. Bakanlar Kurulu'nca 7/1/2011 tarthinde kararlagtinlmistar.

Abdullah GUL

CUMHURBASKANI
Recep Tayyip ERDOGAN
Bagbakan
C. CICEK B. ARING A BABACAN M. AYDIN
Devlet Bak. ve Bagb. Yrd. Devlet Bak. ve Bagb. Yrd. Devlet Bak ve Bagb. Yrd. Devlet Bakam
H YAZICI F. N O0ZAK M. Z. GAGLAYAN F. CELIK
Devlet Bakan: Devlet Bakam Devlet Bakan: Devlet Bakani
E. BAGIS S. A KAVAF C. YILMAZ S. ERGIN
Devlet Bakan: Devlet Bakam Devlet Bakan: Adalet Bakan:
M. V. GONUL B. ATALAY A DAVUTOGLU M SIMSEK
Milli Savunma Bakam Igisleri Bakan: Dasigleri Bakan Maliye Bakan:
N. CUBUKGCU M. DEMIR R. AKDAG B. YILDIRIM
Milli Egitim Bakam Bayndulik ve Iskan Bakan: Saglik Bakant Ulagtirma Bakani
M. M EKER O. DINGER N. ERGUN T. YILDIZ
Tanm ve Kdyisleri Bakani Caligma ve Sos. Giiv. Bakan Sanayi ve Ticaret Bakani Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakan
E. GUNAY V. EROGLU
Kiiltiir ve Tunzm Bakan: Gevre ve Orman Bakani

7/1/2011 TARIHLI VE 2011/1310 S AYILI
KARARNAMENIN EKI

LISTE
1- Fenetilamin grubu maddelerden:
a) 2 C-B (4-Bromo-2.5-dimethoxyp henethylamine)
b) 2C-P.
2- Sentetik kannabinoidlerden:
a) TWH-018
b) CP 47.497
c) JWH-073
¢) HU-210
d) TWH-200
e) TWH-250
f) TWH-398
g) JWH-081
§) TWH-073 methyl derivate
h) TWH-015
1) TWH-122
i) TWH-203
) TWH-210
k) TWH-019
3- Cathmone.
4- Cathime.
5- Catha Edulis isimli bitki.

Sekil 2-7: 13.02.2011 tarih, 27845 sayil1 resmi gazete [44].
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Jenerik yasalar ¢ikartilarak, tiretilmis olan tiim sentetik kannabinoidlerin
yasaklanmasi uyusturucu piyasasindaki gelisimi yavaslatmak acisindan etkili

bir ¢oztim gibi goriilmektedir.

2.2.5. Analiz yontemleri

JWH-018 ve benzeri diger iiriinlerin artan popiilariteleri ve muhtemel
risk potansiyelleri, bu tirtinlerin ve kullanicilarinin izlenmesini adli toksikoloji
bakimindan zorunlu hale getirmistir. Bu amacla, oncelikle kimyasallarin nitelik
ve nicelik tayini yapilmugtir [11, 13, 45-47]. Bu grup maddelerin tanimlanmasi
icin GC/MS, LC-MS/MS, NMR ve LC-LQT Orbitrap teknikleri tercih
edilmektedir.

GC/MS, bitkisel karisimlar icerisinde maddelerin tanimlanmasi ve tespiti
icin uygun bir tekniktir. Siirekli giincellenen kiitiiphanesi ve karisimlar
icerisindeki bircok maddeyi ayn1 anda ayirma ve tanimlama 6zelligi bu teknigi
iyi bir se¢im haline dontistiirmektedir. Alkan miks standardi ile olusturulmus
kiitiphanelerde maddelerin yaklasik alikonma zamanlar1 da tahmin
edilebildiginden standart olmaksizin tespiti saglanmaktadir.

JWH-018 ve benzeri diger diirtinlerin bitkisel karigimlar igerisinde
tayinlerinden sonra metabolizmalar1 ve metabolitlerinin tayini ile ilgili
calismalar yapilmistir. Bu c¢alismalarin tiimiinde LC-MS/MS cihazi
kullanilmistir [1, 9, 13-18, 48-63,65]. Son olarak maddelerin ve metabolitlerinin
biyolojik 6rneklerde izlenmesi ve raporlanmasi amaciyla ¢alismalar yapilmstir.
Kanda yarilanma Omdiirlerinin kisa olmasi ve konsantrasyonlarin “ng/mL”
sevisinde olmas1 nedeniyle maddelerin ve metabolitlerinin izlenmeleri ancak
LC-MS/MS ile miimkiin olmaktadir. Tablo 2-1 de JWH-018 ve metabolitleri ile

ilgili yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir.
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Tablo 2-1: JWH-018 ve metabolitlerinin materyal, numune hazirlama yontemi, tayin sinirlar ile ilgili yapilan ¢alismalar

Numune Hazirlama v o ) Tayin
No Madde Materyal B . Analiz Yontemi y Kaynak
Yontemi Sinin
JWH-018
. . ; . GC-MS/MS
1 JWH-018 N-Pentanoik Asit Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [18]
JWH-018 N-(5-Hidroksipentil)
2 JWH-018 Serum S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD [5]
Vilv yo (0.07ng/mL)
JWH-018 Insan
3 JWH-018 N-Pentanoik Asit Karaciger Kat1 Faz Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [15]
JWH-018 N-(5- hidroksi pentil) Mikrozomu
4 JWH-018 Serum S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS LLOQ [52]
y (0.3ng/mL)
JWH-018
. . ; . GC-MS/MS
5 JWH-018 N-Pentanoik Asit Idrar S1vi-S1vi Ekstraksiyonu HPLC-MS/MS - [53]
JWH-018 N-(5- hidroksi pentil)
JWH-018 LC-MS/MS
6 JWH-018 N-Pentanoik Asit Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu GC/MS - [13]

JWH-018 N-(5- hidroksi pentil)
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Numune Hazirlama

No Madde Materyal R . Analiz Yontemi | Tayin Sininn | Kaynak
Yontemi
JWH-018
7 JWH-018 N-Pentanoik Asit Idrar Seyreltme LC-MS/MS - [17]
JWH-018 N-(5- hidroksipentil)
JWH-018 N-Pentanoik Asit . LOD(0.1ng/mL
8 Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu NMR, ( 8 ) [1]
JWH-018 N-(5- hidroksipentil) LC-MS/MS LOD(0.1ng/mL)
9 JWH-018 Idrar Kat1 Faz Ekstraksiyon NMR, LLOQ(0.13ng/mL) [54]
a at1 Faz Ekstraksiyonu LC-MS/MS 13ng
JWH-018 N-(5- hidroksipentil)
10 JWH-018 Tam K S1v1-Sivi Ekstraksi LC-MS/MS Lob [49]
am Kan 1vi-Sivi Ekstraksiyonu (0.006 ng/mL)
. . LOD(0.1ng/mL)
JWH-018 N-Pentanoik Asit . .
11 JWH-018 N-(5- hidroksipentil) Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD(0.01 ng/mL) [55]
JWH-018
12 JWH-018 N-(5- hidroksipentil) Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [56]
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Numune Hazirlama

No Madde Materyal . . Analiz Yontemi | Tayin Sininn | Kaynak
Yontemi
13 JWH-018 Fare Kam ve Protein Coktiirme HPLC-MS/MS LOQ(1 ng/mL) [57]
dokusu
14 JWH-018 Tam Kan S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD(0.01 ng/mL) [58]
15 JWH-018 Kan Stvi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [59]
16 JWH-018 Sag Kati-Stvi Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOQ(5 pg/mg) [60]
17 JWH-018 Fare Kan1 S1vi-Sivi Ekstraksiyonu HPLC-MS/MS LOQ(1 ng/mL) [50]
| Rt g | s Essyon levsms | L0y | o1
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Numune Hazirlama

No Madde Materyal R . Analiz Yontemi | Tayin Sininn | Kaynak
Yontemi
19 JWH-018 Vuciit Sivist S1vi-Sivi Ekstraksiyonu UHPLC-MS/MS - [62]
JWH-018 LOD(1 ng/mL)
. . [63]
WH-018 N-Pent k Asit . LOD(2. L
20 J 018 N-Pentanoik Asi Idrar Sivi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS OD(25 ng/mL)
JWH-018 N-(5- hidroksipentil) LOD(0.5 ng/mL)
21 JWH-018 N-Pentanoik Asit idrar Kati Faz Ekstraksiyonu+ GC/MS ; [64]
Tiirevlendirme
22 JWH-018 N-Pentanoik Asit Idrar Kat1 Faz Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD(0.1 ng/mL) [65]
JWH-018 N-(5- hidroksipentil) LOD(0.025 ng/mL)
23 JWH-018 N-Pentanoik Asit idrar Siv1-Siv1 Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD(0.Ing/mL) [51]
JWH-018 N-(5- hidroksipentil) LOD(0.1ng/mL)
JWH-018 LOD(0.1ng/mL)
24 JWH-018 N-Pentanoik Asit idrar Sivi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS [14]

JWH-018 N-(5- hidroksipentil)
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23. LC-MS/MS Yontemi
LC-MS/MS, likit kromatografi (LC) cihaz ile kiitle spektrometresi (MS)

cihazlarinin bir araya getirilmesiyle olusturulmus bir laboratuvar teknolojisidir.
Sistemin likit kromatografisi kisminda, kolon ¢6ziinmiis her organik maddeyi
ayirabilmekte, kiitle spektrometresi ile de ayrilmis bu maddeler iyonlastirilarak
molekiiler iyonlar olusturulmaktadir. Sistem iyonlasmis ana molekiil i¢in ayirt
edici bir par¢alanma meydana getirir.

Analitik kimya laboratuvarlarinda kullanilan dort tip LC-MS cihaz tiirii
bulunmaktadir. Ilk ve en eski tiir kiitle analizérleri {izerinde RF ve DC voltajlari
uygulanan, iyonlar1 ayirmaya ve parcalamaya yarayan ve ters yiiklii kuadrupol
ya da oktapol silindirik gubuklarlarin bulundugu Likit Kromatografi Kiitle
Spektrometresi, ikinci sistem bu kuadrupol ya da oktopollere ek olarak iyon
zenginlestirme yapan bir analizor daha bulunduran Iyon Tuzag Kiitle
Spektrometrisi, tiglincii sistem iyonlar1 ytik-kiitle oranina gore ayiran Ucus
Zamanl Kiitle Spektrometresi ve dordiincii sistem ise sahip oldugu iyon
tuzag sisteminde kiitle-yiik oranina gore topladig: kiitlelere enerji verip bir tist
enerji sinifina ¢ikmasini saglayip daha sonra kendi enerji smifina donerken
yaydig1 enerjiyi Fourier transform yazilimiyla olglip molekiiliin kiitlesini
belirleyen sistemdir. Bu kombinasyonlarin tiimii 6ncelikli olarak maddenin
kiitlesinin tespiti ic¢in kullanilmaktadir. Daha sonra meydana getirdikleri
parcalanma iirtinleri ile maddelerin parmak izi belirlenmektedir. Bu parmak
izine bakilarak maddelerin tamimlanmasi ve kiitliphane verisi olarak
kullanilmasi miimkiin olmaktadir. Bu kiitiiphaneler GC/MS kiitiiphanelerinden
farkli olarak cihazlara 6zgtidiir [66].

LC-MS/MS sistemlerin ana bilesenleri:

1-HPLC-UPLC pompa sistemi,

2-Ayirmayi saglayan bir analitik kolon

3-Iyon kaynag:
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4-Ms vakum sistemi
5-Odaklanma lensleri
6-Analizor

7-Dedektor

8-Veri kontrol sistemi(Yazilim)'dan olusmaktadir [66].

Sekil 2-8’de LC-MS/MS temel bilesenleri ve Sekil 2-9°da Adli Tip

Kurumu’'nda kullanilan LC-MS/MS sistemi temel bilesenleri gosterilmistir.

Np

Vakum Cikis Pompasi
Turbo Molekiiler

Pompa

Vakum Cikis Pompasi

x

ﬁ

/ Pompa +
Arayiiz

q2

Q3

O HPLC

API
Enjektor Kolon

Enjeksiyon
Valfi
DL T HPLC Gradiyent Sistemi

A

_’
/

N
N

MS/MS Kiitle Spektrometreleri

Gradiyent Kontrol <

Sistemi

Sekil 2-8: LC-MS/MS sistemi
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Sekil 2-9: Adli Tip Kurumu’nda kullanilan LC-MS/MS sistemi temel bilesenleri

Bir HPLC bileseni olan pompa; depolanmis olan mobil fazdan alarak
cesitli filtrelerden gecirir ve kolon bilesenin olusturdugu basinct agsmak {izere
¢oziiciiyu basinglandirir. Eger sistem degasser (¢oziinmiis gaz giderici) sisteme
sahip degil ise daha once ¢oziiclide ¢ozlinmiis gazlarin giderilmesi onemlidir.
Daha sonra ¢oziiciiyii enjektore dogru yonlendirir. Mobil faz ya da mobil faza
benzer bir ¢oziiclide ¢oziilmiis olan 6rnek otomatik ornekleyici sayesinde mobil
faz akisimin igine eklenir.

Kolon; baslica ayirimin saglandigr kisimdir. Mobil Faz(Hareketli Faz)
depo edildigi yerden kolona ve dedektore dogru pompalanur.

Ornek mobil faz igerisinde ¢dziiniir ve dolgu malzemesi ile etkilesime
girer ve kolon igerisinde denge ayrilmas: meydan geldikten sonra $ekil 2-10"da

goriuldiigi gibi kolon ¢ikisina dogru ilerler
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Sekil 2-10: Analitik kolonda ayirma mekanizmasi

Madde yapisina uygun olarak secilmis kolonda ayirim saglandiktan
sonra maddeler bu sirayla dedektore ulagirlar ve dedektorde sinyal olusumuna
neden olurlar.

Sekil 2-11’da gosterilen iyon kaynag: sistemin bir diger bilesenidir. Iyon
kaynag1 kolondan tasman akistaki buharlasabilen maddeleri uzaklastirirken
ayn1 zamanda istenen analitleri sistemde tutacak sekilde dizayn edilmistir.
Iyon kaynaginin ilk temel islevi; denge basincin diisiiriilmesi, sisteme akist
tasiyan kapilerin 1sitilmasi ve spreyleyici kullamilarak akisin buharlastirilarak

buharlasmayan bilesenlerin uzaklastirilmasidir.
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Sekil 2-11: “Iyon kaynag1” ve bilesenleri

Iyon kaynaginin ikinci temel islevi de eluat icerisindeki yiiksiiz iyonlara
yiik kazandirmaktir. Kiitle dedektorleri yiiklenmis molekiillerin kiitle-ytik
oranina uygun olarak ayrilmasi prensibine gore calismaktadir. Kiitlelerin iginde
hareket ettigi kapiler {izerine buharlastirma isleminin sonunda voltaj
uygulanarak analitlerin yiik kazanmasi saglanmaktadir. Iyon kaynaginda

molekiiler iyon olusumu Sekil 2-12’de gosterilmistir.
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Sekil 2-12: fyon kaynaginda molekiiler iyon olusumu

Bu sistemde farkli iyonlastirma problar1 kullanilmaktadir. En c¢ok
kullanilanlar elektrosprey (ES) ve atmosferik basing kimyasal iyonlastirma
(APCI) tiirleridir. Satilan ticari iriinlerin bir ¢ogunda iyon kaynag1 problar bir
arada bulunurlar. APCI daha az polar maddeler icin kullanilir.

Elektrosprey araytizii (ES) genelde polar yapili, kolay iyonlasabilen ve
yapica kolay parcalanabilen maddeler igin iyi bir tercihtir. Parcalama teknigi
basittir ve parcalanma ¢ok az miktarda olur. Bu birimde iyonlasma likit
kisimdan yollanan solventin icinden gectigi disaridan 1sitilan kapiler tiibe 3-4
kV potansiyel uygulanmasiyla saglanir. Isinan ve aynm1 zamanda yiik kazanan
damlaciklarin gap: kiigiildiigii sirada noziil igerisinden sisteme spreylenir. Bazi
ticari modellerde noziil etrafinda icinden inert gazin gectigi ve buharlasmay
kolaylagtiran bir baska tiip daha bulunmaktadir. Calisilan kiitle aralig1 cihazin
modeline ve markasina gore degismekle birlikte genelde 10 ile 10000 amu

(atomik kiitle birimi) arasinda degismektedir [66].
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LC-MS/MS sistemlerinde sadece yiiklii ve segilmis iyonlarin sisteme
girisini saglamak {izere sarmallanmis yolaklar ya da perde plakalar: (curtain
plate) kullanirlar.

Bu arayiiz ayrica kiiglilen damlalar1 buharlastirmak igin inert bir gaz
beslemesi yapar ve ayrica solventten ayrilan maddeleri iyonize edebilmek igin
“coronal discharge” ignesi ile 25 kV voltaj uygular. Carpisma plakas: iyonlar1
kiitle analizoriine yollamak i¢in igne tarafindan uygulanan voltajin tam tersi bir
voltaj uygular [66].

APCI ve ESI arayiizlerinin en 6nemli problemi bu arayiizlerin biitiin
maddeleri iyonize edemiyor olmasidir. Bu problemlerin ¢6ziimii igin 6nemli
olan analiz edilecek maddenin yapisim1 bilmek ve uygun olan araytizii

kullanmaktir. Sekil 2-13’de yaygin olarak kullanilan iki tiir prob gosterilmistir.

Sekil 2-13: LC-MS/MS cihazinda kullanilan ESI ve APCI proplar:

Vakum pompalar1; maddelerin hava ile ¢arpismasini engellemek {izere
ortamda saglanmasi gereken vakumu(<10~tenl07 torr'a kadar) iretirler.
Iyonize maddeler hava molekiilleri ile carpistiklarinda kiitle analizdrlerine
kadar ulagmalart miimkiin olmamaktadir. Bu sistemde ¢alisan iki adet vakum

pompast bulunmaktadir. Ciinkii tek basma bir pompanin bu vakumu saglamas:
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miimkiin degildir. Vakum iki kademede saglanmaktadir. Ik pompa (roughing)
10 torr vakum saglamaktadir. Ikinci pompa (turbo molecular) ise 10 ile 107
torr vakuma kadar inebilmektedir. Sistemde iki adet turbo molekiiler pompa
bulunmaktadir. Pompalardan birisi iyon kaynagmi atmosfer basmcinda
tutarken ikinci pompa sadece analizor kisminin vakum degerini sabit tutmak
icin calismaktadir [66].

Ornek iyonlastiktan sonra {izerinde ters yiik bulunan lenslerle, ayni
yiiklii silindirik ¢gubuklardan olusan kiitle analizorii kismina alinmaktadir. Sekil

2-14’de kiitle analizor silindirik gubuklar1 gosterilmistir.

Yénlendirici  Giris
Plaka Lensleri Analizér Rodlan

|

T

—
Odak Lensleri I

CER

> e N a~
T T . Lo of b

RF/dc jeneratorii
Giic Kaynag

Sekil 2-14: Kiitle analizorii calisma prensibi

Analizordeki silindirik g¢ubuklarin {izerine DC voltaji uygulanr ve
hemen ardindan uygulanan RF voltaj ile kiitlelerine gore secilen iyonlar
kuadrupol igerisinden dedektore taginirlar. Dedektore tasman iyonlar dedektor

ylizeyine carparak bir sinyal olusturur. Bu sinyaller yiikseltici tarafindan
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bilgisayara gonderilir. Kuadrupoller analizor igerisinde seramik bileziklerle
birbirine tutturulmustur. Karsilikli silindirik ¢ubuklar tizerine ayrn1 DC voltaji
uygulanirken bitisik silindirik gubuklarda tam tersi bir voltaj uygulanir [66].
Iyonlar silindirik gubuklar arasinda degisen RF voltajlarina bagli olarak
sarmal seklinde ileri dogru hareket ederler.
Sekil 2-15'da molekiiler iyonun parcalanmas: ve fragment olusumu

goOsterilmistir.

v

v

Sekil 2-15: LC-MS/MS molekiiler iyon parcalanmasi ve parcalanma iiriinii olusumu.

MS/MS analizorii genellikle iki kiitle spektrometresi analizorii ve bir
parcalanma hiicresinden olusur. Hedef iyon ilk kuadrupol tarafindan segilerek
parcalanmasini indiiklemek igin inert gaz dolu ikinci hiicreye gonderilir.
Parcalanmis iyonlar ayirilmak ve dedekte edilmek iizere {iciincii kuadrupole
yollanirlar. LC-MS/MS’ler iki tarama kuadrupolii (Q1 ve Q3) ve bir adet
parcalanma hiicresinden (Q2) olusmaktadir. Sekil 2-16’de kuadrupoller ve

siralama sekilleri gosterilmistir.
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Sekil 2-16: Kuadrupoller ve siralanma sekilleri

Dedektor membranina carpan yiiklii her partikiil diger taraftan bir
elektron salinmasin saglar. Bu elektronlar dedektoriin kapli duvarina ¢arparak
her seferinde coklu elektronlar1 serbest birakir. Bu elektronlarin kaskads,
sinyalleri amflike eder ve her bir temasin veri sistemine sinyal olarak
aktarilmasmi saglar. Bu sinyaller veri islenirken kiitlenin dedektorde
olusturdugu sinyal yogunluguna karst zaman olarak gosterilerek TIC leri
(Toplam Iyon Kromatogrami) olusturur. Kiitle spektrometresi kuadrupollerden
gonderilen RF sinyallerinin analizére siiriiklenmesi sayesinde analizin her
saniyesinde gecen kiitle-iyon oranlarmi da bilmektedir. Bu veri belirli saniye
boyunca yapilan taramalarla birlestirilerek ana kiitle ve parcalanma tiriinlerinin
belirlenmesini saglar.

Son sistem bileseni bilgisayar tabanli bir yazilim sistemi bilgisayardir.
Yazilim kiitle dedektoriinden gonderilen analog sinyalin dijital sinyale

donitigtiriilerek veri olusturulmasi ve islenmesi icin kullanilmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
Tez calismasi, Adli Tip Kurumu Baskanligi Kimya Ihtisas Dairesi

Enstriimantal Analiz ve Arastirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Aletler ve Diger

Gerecler
Likit Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS):
Likit Sistem Eksigent Expert 100 XL
Kiitle (MS/MS) Sistem ABSCIEX API 5500 Q-Trap
Kolon Restek Allure PFP, 4p, 50 mm x 1 mm
Yazilim Analyst 1.6.2.
Hassas Terazi Mettler Toledo
Mikro Pipetler Eppendorf
Vorteks VWR
Derin Dondurucu Ugur
Buzdolab: Samsung
Santrifiij Hettich Rotina 380R
Ultrasonik Banyo Intersonic
SPE manifoldu UCT
SPE kartusu Oasis HLB 3 mL 60 mcg
0.22 um 13 mm PTFE filtre Agela Technologies

Cam ve plastik deney tiipleri

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Asetik asit
Amonyak
Amonyum format

Asetonitril

30

Merck
Merck
Sigma Aldrich

Panreac



Ultra saf su Panreac

Metanol Panreac
Formik asit Merck

Etil Asetat Panreac
JWH-018 standard1 THC Pharm

JWH-018 N-Pentanoik Asit standardi Cayman
JWH-018 N-(5-hidroksipentil) standardi Cayman
THC-d3 Lipomed

3.2.2. Cozeltiler
Ana stok c¢ozeltisi (100 pg/mL): 10 mg standart JWH-018, JWH-018 N-

Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil) 100 mL metanolde ¢oziildii.
Ara stok ¢ozeltisi (1 pg/mL): Ana ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 100 mL ye
tamamland.
Kalibrasyon standart ¢6zeltileri:

Standart madde analizi i¢in 0.075; 0.1; 0.25; 0.50;1; 2.5; 5;10; 25 ve 50 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlandi:
50 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 20 mL’ye
tamamland.
25 ng/mL standart ¢Ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 0.5 mL alinip metanol ile
20mL’ye tamamlandi.
10 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok g¢ozeltiden 0.2 mL alinip metanol ile 20
mL’ye tamamlandi.
5 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 2
mL’ye tamamlandi.
2.5 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.25 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlandi.
1 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 10

mL’ye tamamlanda.
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0.5 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.5 mL alimip metanol ile
10mL’ye tamamlanda.

0.25 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.25 ml alinip metanol ile
10 mL’ye tamamland.

0.1 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.1 mL alinip metanol ile 10
mL’ye tamamlanda.

0.075 ng/mL standart ¢ozelti: 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.075 mL alinip metanol
ile 10 mL"ye tamamlanda.

Kan ve idrar katim ornekleri igin:

Kan katim Ornekleri i¢in 0.75; 1; 2.5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlandi:

Idrar katim o6rnekleri icin 1; 2.5; 5, 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlandi:

500 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamland.

250 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 0.25 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlandi.

100 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 0.1 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlandi.

50 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢6zeltiden 1 mL alinip metanol ile 2
mL’ye tamamlandi.

25 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.25 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlandi.

10 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 1 mL alimip metanol ile 10
mL’ye tamamlandi.

5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.5 mL alinip metanol ile

20mL’ye tamamlandi.
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2.5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.25 mL alinip metanol ile
20 mL’ye tamamlandh.
1 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢6zeltiden 0.1 mL alinip metanol ile 10
mL’ye tamamlandai.
0.75 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.075 mL alinip metanol
ile 10 mL"ye tamamlanda.
i¢ Standard (IS) ¢ozeltileri:
Stok I¢ Standart ¢ozeltisi (10 ug/mL): Img/mL’lik THC-d3 ¢ozeltisinden 1 mL
alinip metanol ile 100 mL’ye tamamlandh.
Ara Stok I¢ Standart ¢ozeltisi (500 ng/mL): Stok i¢ standart ¢ozeltisinden 500
pL alinip metanol ile 10 mL’ye tamamland.
Tim standart ¢ozeltiler kullanimdan once taze olarak hazirlandi ve +4 °C’de
mubhafaza edildi.
Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozeltiler:
% 5’lik metanol (suda) ¢ozeltisi: LC/MS analizine uygun saflikta metanolden 5
ml alinarak LC/MS analizine uygun saflikta saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.
Cozeltiler taze hazirlanarak kullanildi.
Mobil Fazlarin Hazirlanmasa:
1 M Amonyum format ¢ozeltisi: %99.7 saflikta amonyum formattan 3.17 gr
tartildi ve su ile 100 mL’ye tamamland.
Mobil Faz A: 1M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL ve %99.8 saflikta formik
asitten 2 mL alinarak saf su ile 1000 mL’ye tamamland.
Mobil Faz B: 1M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL ve %99.8 saflikta formik
asitten 2 mL alinarak LC/MS analizine uygun saflikta asetonitril ile 1000 mL’ye
tamamland.

Mobil fazlar her analizden once taze hazirland1 ve 10 dk ultrasonik

banyoda kullanima hazir duruma getirildi.
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3.3. Biyolojik Ornekler

Tam kan oOrnekleri Kizilay Kan Merkezinden temin edilerek sodyum
flortirlii tiiplerde analizde kullanilana dek +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Idrar 6rnekleri uyusturucu kullanim siiphesi olmayan goniilliilerden
toplanarak bir havuz olusturulmus ve analizde kullanilana dek +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.4. Kan ve idrar Orneklerin Hazirlanmasi

Kan ve idrar orneklerinin hazirlanmasinda sentetik kannabinoidlerin
analizi igin Adli Tip Kurumu Kimya Ihtisas Dairesi Enstriimental Analiz
Laboratuarinda gelistirilmis kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanlda.

Uyusturucu madde icermedigi bilinen kan ve idrar 6rneklerinden 1.2 mL
alarak tizerine 150 uL IS (500 ng/mL) ve 150 pL istenilen diizeye uygun
metanol ile hazirlanmis standart ¢ozelti karisimi eklendi. Hazirlanan 1.5 mL
karisim tizerine 1.5 mL distile su eklenerek toplam Ornek hacmi 3 mL’ye
tamamlandi. Ornek vorteks yardimi ile 1 dk karistirildiktan sonra 10 dk siire ile
4000 rpm’de santrifiij edildi.

Oasis HLB kartusu sirasiyla 1 mL etil asetat,1 mL metanol ve 1 mL saf su
ile sartlandirildi. Ornek kartustan yaklasik 2 mL/dk hizla gecirildi. Kartus 1 mL
%5lik metanol ile yikandiktan sonra 20 dk siire ile kartustan azot gazi
gecirilerek kurutuldu. Kartustan 3 mL etil asetat gecirilerek analizi yapilacak
bilesenlerin eltisyonu yapildi. Toplanan eluent azot gazi altinda kuruluga kadar
ucuruldu. ImL mobil faz A ile ¢oziilerek 0.22 pym PTFE filtreden gegirildikten
sonra LC-MS/MS’de analiz edildi.

Kor olarak kullanilacak kan ve idrar orneklerinden 1.35 mL alinarak
tizerine iizerine 150uL IS (500 ng/mL) eklendi. Hazirlanan 1.5 mL 6rnek tizerine
1.5 mL distile su eklenerek toplam drnek miktar1 3 mL’ye tamamlandi. Ornek
vorteks yardimi ile 1 dk karistirlldiktan sonra 10 dk stire ile 4000 rpm’de

santrifiij edildi ve yukarida anlatildig1 sekilde analize hazirlandi.
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Orneklerin hazirlanmasi Sekil 3-1’de dzetlenmistir.

Kan/Idrar
Ornegi Ucurma+
— Mobil Fazda Cozme

ﬂ 150 pl 1S @
== é: (THC-d3) ) |
500 ng/ml 3 mL Etil Asetat

A

1.5mL Analit
& satsu —
4 Bilesenler
]
. Ornek Uygulama
10 dk 4000 rpm 1 mL Etil Asetat, .
1 dk Vorteks [ 'de santrifij 1 mL MeOH, Yikama:1 ml % 5 Meoh(Suda)
1 mL Saf Su *
Kurutma
SARTLANDIRMA

Sekil 3-1: Kan/Idrar 6rneklerinin SPE yontemi ile ekstraksiyonu

3.5. LC-MS/MS Sistemi Caligsma Sartlar1

3.5.1. Likit Sistem Ozellikleri

Akis hiz1 1 mL/dk, basing limiti: 1000 bar
Enjeksiyon hacmi 5uL

Analiz siiresi 8 dk

Kolon firmi sicaklig: 40 °C

Mobil Faz A %0.2 Formik Asit 2 mM Amonyum Format (Suda)
Mobil Faz B %0.2 Formik Asit 2 mM Amonyum Format (ACN’de)
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Tablo 3.1’de UPLC iizerinde uygulanan akis diyagrami gosterilmistir.

Tablo 3-1: LC-MS/MS likit sistemi akis 6zellikleri

Zaman |Zaman| Akis Mobil Mobil
Tablosu | (dk) |(mL/dk)| Faz A(%) | Faz B(%)
1 0.00 1 90 10
2 2.00 1 90 10
3 5.00 1 15 85
4 5.10 1 5 95
5 6.00 1 5 95
6 6.10 1 90 10
7 7.30 1 90 10
3.5.2. MS/MS Sistem Ozellikleri
Perdeleme Gazi Azot
Perdeleme Gazi(CUR) 20 psig,
Iyon Kaynag1 Sicakligi(TEM) 550 °C,
[yon Kaynag1 Gaz I(GS1) 60 psig,
Iyon Kaynag1 Gaz I1(GS2) 40 psig,
Pargalanma Gazi(CAD) Yiksek
fyon Sprey Voltaji(IS) 4500 Volt
Hedef iyon tarama zamani 35s

Tarama Modu
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Tablo 3-2 de JWH-018 ve metabolitlerine ait MS/MS metot degerleri verilmistir.

Tablo 3-2: JWH-018,Metabolitleri ve IS i¢in infiizyon sonrasi belirlenmis Molekiiler
fyon, Prekiirsor iyon, DP(Kiimelesme Onleyici Potansiyel ) ,EP(Giris Potansiyeli),
CE(Parcalanma Enerjisi), CXP(Parcalanma Cikis Enerjisi) ve Alikonma zamani

degerleri.
Kimyasal isim M(;::ilt;:ler Preil;:)l;sor Fragment (\[/):lt) (\];:(I)’lt) (VCoFit) ((\:/)(()ft) Ai;l:r(:::: ’
(g/mol) (m/z) (dk)
1551 | 80 | 10 | 31 | 10 | 48
JWH-018 3414 | 3421 | 1271 | 80 | 10 | 57 | 8 48
2142 | 80 | 10 | 31 | 14 | 48
1551 | 80 | 10 | 31 | 10 | 42
Pgﬁigﬁf Nl 3715 | 3720 | 1270 | 80 | 10 | 51 | 8 42
1439 | 80 | 10 | 47 | 8 42
1550 | 80 | 10 | 27 | 8 42
mil‘(’i ?n:fl) 3574 | 3581 | 1271 | 80 | 10 | 51 | 8 42
1440 | 80 | 10 | 37 | 8 42
1961 | 110 | 10 | 29 | 16 | 48
THC-d3 3174 | 3181 | 1231 | 110 | 10 | 47 | 12 | 48
930 | 110 | 10 | 31 | 4 48

*Alt1 ¢izgili fragmentler kantitasyon i¢in kullanilmistir.

Standart maddeler mobil faz igerisinde cihazin iyon kaynagimna direkt enjekte

edilerek spektrumlari alinmig ve Sekil 3-2'de sirasiyla JWH-018, JWH-018 N-

Pentanoik Asit, JWH-018 N-(5-hidroksipentil) ve THC-d3 igin molekiiler iyon

parcalanma kromatogramlar: verilmistir.
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o 1551 1 (B) 1551
1.5¢6 4,05
w71 s
o ; o g
> 10 ° W m
7 72068
g NS
1440 = 41
1439 41
00)’ ,l ﬂ 00(101’2J L L
T 160 180 200 100 120 140 160 180 200 220 240
m/z,Da m’z, Da
19% ) S RN 0) Dol
2,065
1566
a & 15
~ 10¢h .
=SS T -
s S TS TR
5 5
E 3 S S0ed 90
00101,0 g1 4] 0070 A 1 1943,
010 10 130 140 150 TR0 10 M0 160 180
m/z, Da m’z, Da

Sekil 3-2: Infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis JWH-018 (A), JWH-
018 N-Pentanoik Asit (B), JWH-018 N-(5-hidroksipentil ) (C) ve THC-d3 (D)
maddelerine ait iyon spektrumlar1

3.6. Validasyon Calismalar1

Uygulanan yontemin laboratuvar sartlar1 altindaki validasyon
calismalart FDA(Gida ve Ilag Uygulamalar1) Biyoanalitik Metot Validasyonu
Rehberine [68] uygun olarak yapilmistir. Bu rehber kapsaminda asagidaki

parametreler ¢calisilmistir.
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o Secicilik

e Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi

e Teshis siir1 (LOD) ve tayin alt siir1 (LOQ)
e Geri kazanim

e Kesinlik

e Kararhilik

3.6.1. Secicilik Calismalar1

Calisilan biyolojik orneklerden kaynaklanabilecek olas1 girisimlerin
gozlemlenmesi amaciyla kor kan ve idrar ornekleri 10’ar (n>6) kez 6rneklenerek
LC-MS/MS ile analiz edildi. Kromatogramlarda JWH-018, JWH-018 N-
Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil) icin belirlenen alikonma
zamanlarinda matriksten ve ¢oziiciiden kaynaklanan herhangi bir girisim olup

olmadig: incelendi.

3.6.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Metodun kantitatif olarak dogru sonug verdigi konsantrasyon araliginin
saptanmasi i¢in dogrusal aralik belirlenmistir. Kan ve idrar 6rneklerine standart
cozeltilerden 0.1, 0.25; 0.5, 1, 2.5; 5; 10; 25; 50 ng/mL konsantrasyonlar
saglanacak sekilde ilave edilerek 3.4 de anlatildig1 sekilde calismaya devam
edilmistir. Her bir konsantrasyon icin bagimsiz iki kan ve idrar Ornegi
hazirlanmis ve ekstre edilmistir. Kromatogramlarda her bir analit icin elde
edilen pik alanlari ile IS pik alani kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izimistir.
Lineer regresyon katsayisi yazilim tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir.
Sonuglar grafiksel olarak verilmis ve “linear regresyon formuli” ile
“korelasyon katsayis1” belirtilmistir. Bu sekilde calisma araligmmin dogrusal

olup olmadig tespit edilmistir. Korelasyon katsayis1 >0,99 olmalidir.

39



3.6.3. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Dedektor tarafindan belirlenebilen analite ait sinyalin geri plandaki
analize engel olabilen etkenlerden (noise) ayirt edilebildigi en diisiitk miktar o
maddenin teshis siniridir. Buna ek olarak analiz edilen madde ile ilgili gtivenilir
kantitatif sonucun elde edilebildigi en diisiik konsantrasyon degeri de o
maddenin tayin alt siniridir.
Teshis ve tayin alt sinir1 degerleri;
LOD= Xbl + 3 Sbl
LOQ-= Xbl + 10 Sbl
Xbl = Analitsiz Ol¢timlerinin ortalamasi
Sbl = Analitsiz Ol¢timlerinin standart sapmasi,

formiilleri ile hesaplanmuistir.

3.6.4. Geri Kazanim

Geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerlerinin
hesaplanmalar1 Matuszewski ve ark.nma [69] uygun olarak yapilmigtir. Bu
kapsamda; 0.1 ng/mL, 5 ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda JWH-018,
JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5- hidroksipentil) standart ¢ozeltileri
ile yapilan ol¢iimler (A), kor kan ve idrar orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi
eluata 0.1 ng/mL, 5 ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda JWH-018, JWH-
018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5- hidroksipentil) standartlarinin
eklenmesiyle olusan c¢ozeltilerde yapilan Olciimler (B) ve son olarak
ekstraksiyon islemi basinda son konsantrasyonlar 0.1 ng/mL, 5 ng/mL ve 50
ng/mL olacak sekilde katim yapilarak hazirlanan kan ve idrar ornekleriyle
yapilan ekstraksiyon islemi sonrasi eluatta yapilan ol¢timler (C) degerlendirildi.
Kan ve idrar 6rneklerindeki geri kazanim calismalari her konsantrasyonda 6

tekrarl olarak yapilmastir.
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Matriks Etkisi (%) =B/A x100
Geri Kazanim (%) = C/B x100
Proses Etkinligi (%) = C/A x 100

Formiilleri ile hesaplanmistir.

3.6.5. Kesinlik

Kesinlik parametresi ¢alismalar1 giin igi (tekrarlanabilirlik) ve giinler
arast (yeniden {retilebilirlik) olarak diisiik, orta ve yiiksek ti¢ farkl
konsantrasyonda (0.1 ng/mL, 5 ng/mL, 50 ng/mL) katim yapilmis 6rnekler ile ve

her konsantrasyonda on tekrar olacak sekilde yapilmistir.

3.6.6. Kararlilik
JWH-018,JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5- hidroksipentil)

maddelerinin metanol ve de biyolojik matriksler igindeki kararliligi oda
sicakligl, +4° C ve -20 °C sicakliklarinda 20 giin boyunca izlenmistir. Ol¢iim
glinii stok c¢ozeltiden taze Ornek hazirlanarak alan degerlerindeki degisim

Ol¢tilmiistiir.
3.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 paket programi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Metot Validasyonu
4.1.1. Secicilik

34 ve 3.6.1'de anlatildigit sekilde calisilarak elde edilen
kromatogramlarda, maddeler igin belirlenen alikonma zamanlarinda kor kan ve
idrar numunelerde hicbir girisim tespit edilmemistir. Sekil 4-1'de kan kor
numune kromatogrami, Sekil 4-2’de idrar kor numune kromatogrami ile Sekil
4-3’de kor kan numunesinde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JIWH-018 N-
(5- hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma zamanlarinda MRM kromatogrami,
Sekil 4-4’de kor idrar numunesinde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JWH-
018 N-(5- hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma zamanlarinda MRM

kromatogrami gosterilmistir.

B XIC of +MRM (21 pairs): 342,096/155,100 amu Expected RT: 4.8 ID: jwh-018 1 from Sample 3 (blk) of 04012012rec wiff (Turbo Spray) Max. 896.0 ops.

Intensity, cps

Intensity, cps

Sekil 4-2: Kor idrar numunesi total kromatogrami(TIC)
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W X(C of +MRM (21 pairs): 342,096/155,100 amu Expected RT: 4,8 ID: j. Max. 896,0 cps. B C of +MRM (21 pairs): 318,130/196,100 amu Expected RT: 4,8 ID: Mex. 1409,0 cps.
898 1400 A%
s00 JJWH-018 0 THC-D3 (IS)
700
1000
3 800 w
s s 800
= M =
g € o
E 200 i
400
200 A 5
100 200
N L
0 T T T T 0 T T T T T T T
10 20 30 40 10 20 30 40 50 60 70
Time, min Time, min
-. XIC of +MRM (21 pairs): 358,061/155,000 amu Expected RT: 4,2 1D: j. Max. 920,0 cps. W Cof +MRM (21 pairs): 372,039/155,100 smu Expected RT: 4.2 1D: |, Max. 531,0 cps.
a7 ) . ) 428
00 JWH-018 5 HIDROKSI PENTIL =00{J\WWH-018 N PENTANOIK ASIT
800
700 L 442
2 e a
& S a0
Z 50 z 376,
e .
c 3,80, c
I 459 2 55
E €
200 100
100 ’
G’ T T T T T T T 0 T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 1.0 20 30 40 50 60 70
Time, min Time, min

Sekil 4-3: Kor kan numunesinde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JWH-018 N-

(5- hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma zamanlarinda MRM kromatogrami

B 3(C of +MRM (21 pairs): 372,038/155,100 amu Expected RT: 4.2 ID:. Max. 1150,0 cps. B X(C of +MRM (21 pairs): 358,061/155,000 amu Expected RT: 4,2 D: Max. 1734,0 cps.
i i JWH-018 5 HIDROKSI PENTIL
10 JWH-018 N PENTANQIK ASIT ~ “% o
e
1000
1204
L, 80 w104
g 338 s
5 e 5 80000
< i
2 g €0000
= 400 =
378, 488 40000
200
20y 20000 428
M 47
0 o‘o’
10 20 30 40 50 80 70 10 20 30 40 50 60 70
Time, min Time, min
B X(C of +MRM (21 pairs): 318,120/198,100 amu Expected RT: 4,8 ID: t Mex. 250,0 cps. LB (21 pairs): 242,096/155,100 amu Expected RT: 4.8 ID: | Mex. 77,0 cps.
ez, THC:d3 7 JWH-018
800 700
500 600
2 a 500
g 8
z = 40
E 4 R
200 X
200
100 100
0
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40

Time, min

Time, min

Sekil 4-4: Kor idrar numunesinde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JIWH-018 N-

(5- hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma zamanlarinda MRM kromatogrami
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Sekil 4-5'de 50 ng/mL stok standart ¢ozeltisi ile katim yapilmis kan total
kromatogrami, Sekil 4-6’de 50 ng/mL stok standart ¢ozeltisi ile katim yapilmis
idrar total kromatogramu ile Sekil 4-7’de 50 ng/mL stok standart ¢ozeltisi ile
katim yapilmis kan 6rneginde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JWH-018
N-(5-hidroksipentil) ve  THC-d3  alilkonma  zamanlarinda =~ MRM
kromatogramlar1 ve Sekil 4-8'de 50 ng/mL stok standart ¢ozeltisi ile katim
yapilmis idrar orneklerinde JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit, JWH-018 N-
(5-hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma zamanlarinda MRM kromatogramlar:

gosterilmistir.

Intensity, cps

mmmmmmmm

Sekil 4-5: 50 ng/mL standart stok c¢ozeltisi ile katim yapilmis kan numunesi total
kromatogrami

B IC of +MRM (21 pairs): 242,096/155,100 smu Expected RT: 4.8 ID: jwh-018 1 from Sample 47 (50-2) of 14012012-spike.wiff (Turbo Spray) Max. 5,4e€ cps.

8.0e6

Intensity, cps

Sekil 4-6: 50 ng/mL standart stok ¢ozeltisi ile katim yapilmis idrar numunesi total
kromatogrami
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B XIC of +MRM (21 pairs): 318,130/196,100 amu Expected RT: 4,8 ID: t Max. 1,2e4 cps, B X(C of +MRM (21 pairs): 358,061/155,000 amu Expected RT: 4.210: Max. 2,8e6 cps,
480 418
1,20e4 28e0 ; 2 :
THC-D3 250 JWH-018 5 HIDROKSI PENTIL
1.00e4
2,0e6
« 8000,00 o
a Q
8 5
= 5 156
£ 6000,00 £
= s
2 2
£ 4000,00 £ 106 407,
2000,00 5.0e8
" Lm. "
0,00 r . : i . . 0.0 . : . . . . .
10 20 30 40 50 80 70 10 20 30 40 50 €0 70
Time, min Time, min
B XIC of +MRM (21 pairs): 272,039/185,100 amu Expected RT: 4.2 1D: } Meax 1,128 cps. | [T XIC of +MRM (21 pairs): 242,096/155,100 amu Expected RT- £8 1D . Max. 3,58 cps|
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g S 206
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Sekil 4-7: 50 ng/mL standart stok ¢ozeltisi ile katim yapilmis kanda JWH-018, JWH-
018 N-Pentanoik Asit, JWH-018 N-(5-hidroksipentil) ve THC-d3 alikonma
zamanlarinda MRM kromatogramlar:

B XC of +MRM (21 pairs): 372,028/155,100 amu Expected RT: 4,2 ID: j. Msx. 2,2e8 cps. [BXiC of +MRM (21 pairs): 358,061/127,100 smu Expected RT: 4,2 ID: j Mex. 3,2¢8 cps) |
2.2e8 418 5.0e0
29¢311 JWH-018 N PENTANOIK ASIT JWH-018 5 HIDROKSI PENTIL
4,06
» 15e8 @ 14,13
2 2
=) ©  30e6
= =
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L
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B XC of +MRM (21 pairs): 318,120/196,100 amu Expected RT: 4,8 ID: t. Max. 2,1e4 cps. B XC of +MRM (21 pairs): 342,096/155,100 amu Expected RT: 4,8 ID: j Max. €,0e8 cps.
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Sekil 4-8: 50 ng/mL standart stok ¢ozeltisi ile katim yapilmis idrarda JWH-018, JWH-

018 N-Pentanoik Asit, JWH-018 N-(5-hidroksipentil) ve THC-d3

zamanlarinda MRM kromatogramlar:

45

alikonma




4.1.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi
3.4 ve 3.6.2”de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen Ornekler ile

metodun dogrusal araliginin hesaplanmasi icin 0.1; 0.25; 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 ve
50 ng/mL konsantrasyonlar saglanacak sekilde 6rneklere karsilik gelen pik alani
ile IS pik alani arasinda grafik ¢izildi. Dokuz farkli konsantrasyondan her
birinde iki 6l¢iim yapilmustir. Sekil 4-9, Sekil 4-10, Sekil 4-11, Sekil 4-12, Sekil 4-
13 ve Sekil 4-14 “da JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-
hidroksipentil) maddeleri i¢in kan ve idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon egrileri

gorilmektedir.

Analyte:|jwh-018 1 v|  [aea  ~]|[ Regession Revert | [Accept

M jwh-018-spike1.rdb (wh-018 1): “Linear” Regression ("1 / X" weighting): y = 281 x + 0,228 (r = 0,9991)

Analyte Area /IS Area

Sekil 4-9: JWH-018 kan kalibrasyon egrisi

Analyte:| jwh-018 n pentanoic-m 1 v [Aea +|[ Regression
B h018-spike2.rdb (jwh-018 n pentanoiom 1): "Linesr” Regression ("1 / X" weighting): y = 128 x + -0,0876 (r = 0,9989)

Analyte Area/ IS Area

Sekil 4-10: JWH-018 N-Pentanoik Asit kan kalibrasyon egrisi
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Anapte jwh 0185 hydiowy m 1 v [#ea ][ Regession Revert| [Accept

B jun018.spiket.rdb (wh-018 & hydroxy m 1): “Linear” Regression ("1 /" weighting) y = 288 x + 0,0237 (¢ = 0,9980)

299

280

Analyte Area /IS Area

0.0 0.1 02 03 0.4 05 08 07 08 03
Analyte Conc. /IS Conc.

Sekil 4-11: JWH-018 N-(5-hidroksipentil) kan kalibrasyon egrisi

Analyte: juh 0181 ~]  [mea  ~|[ Regression Revert | [Accept

B jun-018spike.rdb (wh-018 1) “Linear” Regression (1 / X" weighting) y = 471 x+ 0,37 (r = 0.9880)

289
450

400

250

Analyte Area /1S Area

.

.

00 01 0.2 03 0.4 05 (X3 07 08
Analyte Conc / IS Conc.

Sekil 4-12: JWH-018 idrar kalibrasyon egrisi

Analyte:[jwh-018 n pentancic-m 1 v)  [awea ~] [ Regression tevet |l Aces

B jun018spike.rdb (jwh-018 n pentanciom 1) “Linear” Regrassion (1 /" weighting) y = 155 x + 0.0522 (¢ = 0,9987)

160

Analyte Area /IS Area
8

Anslyte Conc /15 Cone

Sekil 4-13: JWH-018 N-Pentanoik Asit idrar kalibrasyon egrisi
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Anaytejwh 0185 hydiowy m 1 v [aea ][ Regession

B jhga-1.1db (jwh-018 5 hydroxy m 1): “Linear” Regression ("1

Analyte Area /1S Area
-

X" weighting): y = 779 x + 0,741 (r = 0,9871)

e

-

Sekil 4-14: JWH-018 N-(5-hidroksipentil) idrar kalibrasyon egrisi

JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil) i¢in kan

ve idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon egrilerinin denklemi, lineer dinamik aralig:

ve korelasyon katsayilar1 Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)
icin kan ve idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon egrilerinin denklemi, dogrusal aralig:

ve korelasyon katsayilar

Korelasyon

Madde Dogrusal Aralik | Denklem Katsayisi(r?)
> JWH-018 0.1-50 ng/mL |y=281x+0.226 0.999
§ JWH-018 N-pentanoik asit 0.1-50 ng/mL |y=128x+0.0876 0.999
JWH-018 N-(5-hidroksipentil) 0.1-50 ng/mL |y=288x+0.037 0.998
e | JWH-018 0.1-50 ng/mL |y=471x+0.37 0.998
§ JWH-018 N-pentanoik asit 0.1-50 ng/mL |y=155x+0.0533 0.999
™ | JIWH-018 N-(5-hidroksipentil) 0.1-50 ng/mL |y=779x+0.741 0.997

4.1.3. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 LOQ)

34 ve 3.6.3/de anlatildig:
(Sinyal/Giiriiltii) orani en az 3 sartini tastyan kan igin 0.1 ng/mlL, idrar igin 0.075
ng/mL konsantrasyonlarinda JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018

N-(5-hidroksipentil) iceren kan ve idrar 6rnekleri (n=10) ¢alisilarak teshis sinir1

sekilde
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calisilarak

elde edilen S/N




ve tayin alt sinir1 degerleri belirlenmistir. Sekil 4-15'de katim yapilmis kanda

0.1ng/mL’de analitlerin S/N degerleri gosterilmistir.

= CA)
S/N = 84,5

Ymax=2,9e+2 cpsf| Ymin=1,2e+2 cps

oooooo

iy ): . o
:

oooooo

- et re) 358.041/155.000 amus Enpested RT. 4.2 107 joh 018 3 hydrony m 1

“(C) S/N = 125

- e nt.(Sgbt.)
3.40a
3,004 m ° | vmin ®

(D)

Sekil 4-15: Katim yapilmis idrar 6rneginde JWH-018 (A), JWH-018 N-Pentanoik Asit
(B),JWH-018 N-(5-hidroksipentil )(C) ve THC-d3 (D) i¢in S/N degerleri (0.1 ng/mL)

Sekil 4-16'da katim yapilmis 0.075 ng/mL’de analitlerin S/N degerleri

gosterilmistir.
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Sekil 4-16: Katim yapilmis idrar 6rneginde JWH-018 (A), JWH-018 N-Pentanoik Asit
(B),JWH-018 N-(5-hidroksipentil )(C) ve THC-d3 (D) i¢in S/N degerleri ( 0.075
ng/mL)

50



Tablo 4-2" de analiz edilen JWH-018,JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-

018 N-(5-hidroksipentil) maddeleri i¢in kan ve idrarda elde edilen LOD ve LOQ

degerleri verilmistir.

Tablo 4-2: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)
maddeleri i¢in kan ve idrarda elde edilen LOD ve LOQ degerleri (n=10)

Madde KAN IDRAR
LOD(ng/mL) | LOQ(ng/mL) | LOD(ng/mL) | LOQ(ng/mL)

JWH-018 0.12 0.16 0.09 0.12
JWH-018 N-

0.12 0.18 0.08 0.10
Pentanoik Asit
JWH-018 N-(5- 0.14 0.21 0.10 0.15
hidroksipentil)

4.1.4. Geri Kazanim

3.4 ve 3.6.4.de anlatildig1 sekilde, dogrusal aralik i¢cinde bulunan en

diisiik, orta ve en yiliksek konsantrasyonlarda yapilan calismalar sonucunda

elde edilen geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri sirasiyla

Tablo 4-3 ve 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-3: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)

maddeleri i¢in kanda geri kazanim,

matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri

(n=6).
Konsantrasyon JWH-018 JWH-01_8 N- _ J\_NH-01_8 N-(5-
(ng/mL) Pentanoik Asit | hidroksipentil)
0.1 97.6 95.7 93.5
Geri Kazanim (%0) 5 94.5 94.8 92.0
50 91.2 93.3 86.5
0.1 89.5 87.4 91.7
Matriks Etkisi (%0) 5 93.6 88.2 89.7
50 95.9 93.5 89.7
0.1 81.6 81.6 79.4
Proses Etkinligi (%0) 5 88.4 836 825
50 93.6 89.5 83.9
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Tablo 4-4: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)
maddeleri icin idrarda geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri

(n=6).
Konsantrasyon JWH-018 JWH-018 N- JWH-018 N-(5-
(ng/mL) Pentanoik Asit | hidroksipentil)
0.1 95.5 94.8 92.2
Geri Kazanim (%) 5 93.9 93.4 89.4
50 90.9 924 85.2
0.1 88.9 93.2 101.0
Matriks Etkisi (%) 5 83.0 94.7 97.1
50 85.9 92.2 94.4
0.1 80.9 86.1 86.0
Proses Etkinligi (%) 5 79.3 88.5 86.8
50 80.7 87.5 87.1

4.1.5. Kesinlik

34 ve 3.6.5/de anlatildigr sekilde c¢alisilarak hesaplanan kesinlik

parametresi giin igi (tekrarlanabilirlik) ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik

(yeniden tiretilebilirlik) degerleri Tablo 4-5" de ve Tablo 4-6"da verilmistir.

Tablo 4-5: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)
maddeleri icin kan ve idrarda giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri (n=10).

KAN(RSD) IDRAR(RSD)
Madde 0.1 ng/mL |5ng/mL |50ng/mL | 0.1ng/mL | 5ng/mL | 50ng/mL
JWH-018 5.8 3.8 3.7 7.3 4.8 4.7
JWH-018 N-
Pentanoik Asit 8.1 3.2 3.3 5.1 2 2.1
JWH-018 N-(5- 8.8 4.7 42 6.1 3.2 2.9
hidroksipentil)
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Tablo 4-6: JWH-018, JWH-018 N-Pentanoik Asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)

maddeleri i¢in kan ve idrarda giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri.

KAN(RSD) IDRAR(RSD)
Madde 0.Ing/mL | 5ng/mL | 50ng/mL | 0.Ing/mL | 5ng/mL | 50ng/mL
JWH-015 43 2.2 3.6 5.3 2.7 45
JWHO1S N- 8.6 2.2 45 5.5 1.4 2.9
pentanoik asit
JWH-O18 - 8.6 4.4 4.6 5.9 3.1 3.2
hidroksipentil)

4.1.6. Kararlilik

3.4 ve 3.6.6.de anlatildig sekilde yapilan kararlilik ¢alismalarinda elde

edilen sonuclar Tablo 4-7, Tablo 4-8 ve Tablo 4-9’da verilmistir. Orneklerde

izlenen aralikta alan degerlerinde anlamh bir degisiklik(+ 10) izlenmemistir

Tablo 4-7: JWH-018:-20 °C , +4° C ve oda sicakligi’'nda 0.1 ng/mL, 5 ng/mL ve 50
ng/mL konsantrasyonlarinda kararliligin dl¢iilmesi.

% DEGISIM

Kan idrar Metanol
Madde Adi |Sicakhk  (°C)| Gin | 0.1 | 5 | 50 |01 | 5 50 (01| 5 | 50
t1 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
t2 *D.i. | *D.i. [ *D.I. | *D.I.| *D.i. | *D.i. | *D.I. | *D.I. | *D.I.
& t3 *D.i. [*D.i.|*D.i.[*D.i.| *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i.
t5 *D.i. | *D.i. [ *D.I. | *D.Ii.| *D.i. | *D.i. | *D.I. | *D.i. | *D.I.
20 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i.
t1 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
9 t2 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i.
2 + 3 | *D.0. | *D..|*D..|*D..| *D.0. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
2 t5 *D.i. | *D.i. [ *D.I. | *D.Ii.| *D.i. | *D.i. | *D.I. | *D.I. | *D.I.
t20 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
o t1 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
= t2 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i.
3 t3 *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.I. | *D.I. | *D.I. | *D.i. | *D.I. | *D.I.
3 t5 *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
°© ©20 | *D.i. | *DJ.|*D.. [ *D..| *D.0. | *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.

*D.1:Degisiklik izlenmedi.
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Tablo 4-8: JWH-018 N-Pentanoik Asit: -20 °C , +4° C ve oda sicakligi’'nda 0.1 ng/mL, 5
ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda kararliligin dl¢iilmesi.

% DEGISiM

Kan idrar Metanol
Madde Adi | Sicaklik (°C) | Giin| 0.1 | 5 50 | 01| 5 |50 | 01 | 5 |50
t1 *D.I. |*D..| *D.i. | *D.i. |*D.I.| *D.i. | *D.Ii. | *D.i. | *D.I.
t2 | *D.. |*D..| *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i.| *D.i. | *D.i.| *D.i.
& t3 | *D.i. [*D..| *D.i. | *D.i. [*D.i.|*D.i.| *D.i. |*D.i.|*D.i.
- t5 | *D.i. |*D..| *D.. | *D.i. [*D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D..
;"v’ t20 | *D.. | *D..| *D.i. | *D.i. |*D.i.| *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i.
S t1 *D.I. |*D..| *D.i. | *D.i. |*D.I.| *D.i. | *D.I. | *D.i. | *D.I.
£ t2 *D.. | *D..| *D.I. | *D.. |*D.i.| *D.i. | *D.I. | *D.I. | *D.I.
g < t3 *D.Q. [*D..| *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.i. | *D.i.
z t5 | *D.. | *D..| *D.i. | *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. [ *D.i.|*D.i.
>y t20 | *D.i. |*D..| *D.i. | *D.i. [*D.i.|*D.i.| *D.i. |*D.i. | *D.i.
: o t1 | *D.. |*D.0.| *D.. | *D.. [*D.0.| *D.i.| *D.i. |*D.i. |*D.I.
- = t2 *D.i. | *D.i.| *D.. | *D.i. |*D.i.| *D.i.| *D.i. | *D.i.| *D.i.
> t3 *D.0. [*D..| *D.0. | *D.0. |*D.i.| *D.Il. | *D.I. | *D.i. | *D.I.
3 t5 *D.i. | *D.i.| *D.i. | *D.i. |*D.i.|*D.i.| *D.i. | *D.i.| *D.i.
© [0 [ *0i |*0i.| *Di. | *D.i. [*D.i.|*D.. | *D.. | *D.. | *D.i.

Tablo 4-9: JWH-018 N-(5-hidroksipentil):-20 °C , +4° C ve oda sicakligi'nda 0.1ng/mL,
5 ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda kararliligin 6l¢iilmesi.

% DEGISIiM

Kan idrar Metanol
Madde Adi | Sicakhk (°C) | Giin | 0.1 5 50 0.1 5 50 0.1 5 50
t1 | *D.d. |*D.i.| *D.. | *D.i. [*D..| *D.i. | *D.i. | *D.i.|*D.i.
t2 | *D.d. |*D.i.| *D.. | *D.i. [*D..| *D.i. | *D.. | *D.i.|*D.i.
& t3 | *D.i. [*D..| *D.. | *D.. [*D..| *D.. | *D.i. | *D.i.|*D.I.
z t5 *D.i. [*D.0.| *D.i. | *D.. |*D.i.| *D.i. | *D.i. | *D.Ii.|*D.I.
] t20 | *D.. [*D.i.| *0.i. | *D.i. [*D.i.[ *D.i. | *D.i. [ *D.i.[*D.i,
% t1 | *D.. [*D.i.| *D.i. | *D.d. [*D.i.| *D.i. | *D.. | *D.i. |*D.i.
5 t2 | *D.0. |*D.i.| *D.Q. | *D.. |*D..| *D.d. | *D.i. | *D.i.|*D.i.
£ < [©3 | *Di [*Di.| *Di. [ *D.i. [*D..| *D.i. [ *D.0. | *D.L.[*Di.
> t5 | *D.i. |*D..| *D.. | *D.. | *D..| *D.. | *D.Il. | *D.i.| *D.I.
] t20 | *D.. | *D.i.| *D.. | *D.. | *D.i.| *D.. | *D.i. | *D.i.|*D.i.
z & |tL | *Di. [*Di.| *D.i. | *D.d. |*D.A.| *D.0. | *D. | *D.i. | *D.i.
2 = t2 | *D.0. |*D.0.| *D.i. | *D.. |*D..| *D.d. | *D.i. | *D.i.|*D.i.
3 t3 *D.0. | *D..| *D.. | *D.i. |*D.i.| *D.i. | *D.. | *D.i. | *D.I.
L. t5 | *D.d. |*D.i.| *D.. | *D.i. [*D..| *D.i. | *D.i. | *D.i.|*D.i.
© 20 | *D.i. | *D.0.| *b.i. | *b.i. |*D.0.| *p.i. | *p.i. |*D.i.[*D.i.
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5. TARTISMA

Madde suistimali diinyada ve iilkemizde toplumun farkli kesimlerini
dogrudan veya dolayli olarak olumsuz etkilemekte olan biiyiik bir sosyal
problemdir. Madde suiistimali; siddet, ¢ocuk suiistimali, madde etkisi altinda
arag¢ kullanma gibi cesitli suglar ile is giicii kayb1 gibi sosyal sorunlar yaninda
kullanicilarla ilgili bir¢ok saglik problemlerine de yol agmaktadr.

Psikoaktif maddelerin imal ve ticareti yiizyillardir popiilaritesini higbir
sekilde kaybetmeden devam etmektedir. Yasa koyucunun engelleme ve
denetleme c¢alismalar1 her zaman pazarin degisim hizindan bir adim geridedir.
Sokak kimyacilarinin merdiven alti trettikleri tirtinler pazarlandiktan ve
piyasada isimleri duyulduktan sonra hukuki siire¢ devreye girmektedir. Bu
ylizden engellenene dek {iriinler hedef kitleler tarafindan kullanilmaya devam
etmekte ve yayilmaktadir.

2004 yilindan itibaren sentetik kannabinoidler olarak adlandirilan yeni
bir psikoaktif madde grubu kullanicilar arasinda popiiler olmus, internette ve
“head shop” denilen diikkanlarda bitkisel karisimlar seklinde satisa
sunulmustur. Naftoilindoller, sikloheksilfenoller, siklopropilindoller gibi farkl
kimyasal gruplara ait tasarim maddeleri olan sentetik kannabinoidler, viicuttaki
kannabinoid reseptorleri tizerine dogal ligand olan THC benzeri veya ¢ok daha
glclii affinite gosterirler. Cesitli karisimlarimin bitkisel materyaller {izerine
puskiirtiilmesiyle hazirlanan ve igerdikleri maddelerin ve miktarlarimin tam
olarak bilinmedigi bu iirtinlerin tiiketimi giderek artmaktadir.

Sentetik kannabinoidlerin farmakolojik ve toksikolojik 6zellikleri ile ilgili
bilinenler olduk¢a azdir. Etki slireleri, metabolitleri, metabolitlerinin
aktiviteleri, birikme 6zellikleri, etkilesimleri, uzun donem kullanimlarina bagl
olarak ortaya ¢ikabilecek zararlarin ortaya cikarilmas: ile ilgili arastirmalar

devam etmektedir. Bircok maddenin referans standartlar: hentiz bulunamazken
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siirekli olarak vyeni analoglar piyasaya siiriilmektedir. Bu maddeleri
kullanmakta olan kisilerin tespiti, bagimliliginin izlenebilmesi, suga karisma
riskinin ~ degerlendirilmesi,  islenmis  suglarda  uyusturucu madde
kullanimlarinin belirlenebilmesi, farmakokinetik 6zelliklerinin ve buna bagh
olarak olasi risk faktorlerinin belirlenebilmesi ic¢in hassas ve giivenilir
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu konuda simirli sayida arastirma
bulunmaktadir.

Sentetik kannabinoidler icerisinde ilk tanimlanan ve tizerinde en fazla
calisilmis olan madde JWH-018dir. Varhigr ilk kez 2008 yili sonlarinda
Almanya’da tespit edilmis olan JWH-018" in kotiiye kullanimi tiim diinyada
hizla artmistir. ABD’ deki zehir danisma merkezlerinin kayitlarina gore
kullanimi1 2009 yili baslarindan itibaren artarak devam etmektedir [31].
EMCDDA verileri de bu bilgileri dogrulamaktadir [43]. JWH-018 Tiirkiye'de
ilk kez 2010 yilinda yakalanmistir [67]. Bunu takiben 2011 yilinda yasa
kapsamina alinmistir. Adli Tip Kurumu Kimya [htisas Dairesi'nde Eylil 2012-
Eyliil 2013 tarihleri arasinda calisilan 1914 adli vaka ile bu yontemle yapilan
calismada pozitif vakalarin %24’tinde JWH-018 ve metabolitlerinden en az bir
tanesi tespit edilmis olup bu oran giderek artmaktadir. Yapilan galismalar
sonucu olusturulan spektrum veri tabami sayesinde JWH-018" in
laboratuvarlarda tanimlanabilmesi artik miimkiin olabilmektedir [11, 27, 45,
46]. Metabolitlerinin belirlenmesi icin yapilan hayvan denemeleri ile in vitro
calismalardan ve kullanicilardan elde edilen sonuglardan maddenin ana
metabolitlerinin Faz 1 metabolitleri ve 6zellikle karboksil (COOH) ve hidroksil
(OH) metabolitleri oldugu kabul edilmektedir [13-18, 48, 51, 54-56, 63 ].

JWH-018 ve metabolitlerinin biyolojik sivilarda analizleri ile ilgili siirli
sayida calismada c¢ogunlukla sivi-sivi ekstraksiyonun ardindan LC-MS/MS

teknigi kullanilmistir.
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Bu calismada JWH-018 ve ana metabolitleri olan JWH-018 N-pentanoik
asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)” in kan ve idrarda tayinleri i¢in kati-faz
ekstraksiyonu ve LC-MS/MS yonteminin kullanildig1 kisa, giivenilir ve segici
bir metot gelistirilerek validasyonu yapilmastir.

Calismada oncelikle JWH-018 ve metabolitlerinin kan ve idrarda
seciciligi arastirilmig, kor oOrneklerde maddelerin alikonma zamanlarinda
herhangi bir pik izlenmemistir.

Cesitli aragtirmacilar tarafindan JWH-018"in serumda ve kanda sivi-sivi
ekstraksiyon ve ardindan LC-MS/MS ile yapilan analizlerinde bulunan LOD
degerleri 0.01 ng/mL ile 0.07ng/mL arasinda, LOQ degerleri ise 0.3 ng/mL ile 1
ng/mL arasinda degismektedir [5, 49, 50, 52, 58, 59]. Calismamizda tam kanda
JWH-018 i¢in tespit edilmis olan LOD degeri (0.12 ng/mL) ve LOQ degeri (0.16
ng/mL) yapilmis olan ¢alismalarla uyumludur.

Teske ve ark.’nin kanda JWH-018 validasyonu ile ilgili yaptig1 calismada
yarilanma Omriiniin kisa olmasi nedeniyle 3-4 saat sonra kanda JWH-018
maddesinin tayininin neredeyse imkansiz oldugu sdylenmistir [5]. Poklis ve
ark.lar1 farelere JWH-018 maddesi vererek kandaki konsantrasyonlari LC-
MS/MS ile izlenmisler, alti saat sonra JWH-018 konsantrasyonunun 0.13
ng/mL’e distiigiinii gozlemlemislerdir [50]. Uyusturucu kullanan kisilerin
yakalanmas1 ve biyolojik orneklerin alinmasi arasinda gecen siire ¢cogu zaman
olduk¢a uzun oldugu i¢in kanda JWH-018 maddesinin tayini olduk¢a zordur.
Bu yiizden metotlarin Faz I ve Faz II metabolitlerinden en az birini ya da birkag
tanesini icermesi oldukc¢a Onemlidir. Calismamizda gelistirilen yontem ile
kanda ve idrarda JWH-18 N-pentanoik asit ve JWH-018 N-(5-hidroksipentil)
metabolitlerinin tayini miimkiin olmaktadir.

JWH-018 ile ana metabolitleri olan JWH-018 N-pentanoik asit ve JWH-
018 N-(5-hidroksipentil)’in idrarda LC-MS/MS ile yapilmis olan analizlerinde

metabolitler i¢cin bulunan LOD degerleri 0.025 ng/mL ile 0.1 ng/mL arasindadir
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[1, 14,51, 65]. Yanes ve ark.’lar1 idrarda JWH-018 N-pentanoik asit ve JWH-018
N-(5-hidroksipentil) metabolitleri i¢in LOQ degerini 4 ng/mLolarak
hesaplamistir [61]. Calismamizda idrarda JWH-018, JWH-018 ve metabolitleri
icin tespit edilmis olan LOD degerleri (0.08-0.1 ng/mL) ve LOQ degerleri (0.1-
0.15ng/mL) yapilmis olan ¢alismalarla uyumludur.

Calismamizda, JWH-018, JWH-018 N-pentanoik asit ve JWH-018 N-(5-
hidroksipentil) maddelerine ait kanda ve idrarda olusturulmus kalibrasyon
egrilerinin R? degerleri 0.997-0.999 arasinda degismektedir, dogrusal araliklar
ise tim analitler i¢in 0.1-50 ng/mL’dir.

Kan ve idrar igin ortalama geri kazanim degerleri %89.9 - %94.6
araliginda degismektedir. Gilin i¢ci ve gilinler arast tekrarlanabilirlik
calismalarinda RSD degerleri %9 ‘dan kii¢iik bulunmustur. Kan, idrar ve
metanolde yapilan kararlilik calismalarinda katim yapilmis Orneklerde ve
standart alanlarinda  %10’dan biiyiik bir degisim gozlenmemistir. Tim
validasyon sonuglari literatiir ve kabul kriterleri ile uyumludur [1, 49, 52] .

Bu calisma JWH-018 ve metabolitlerinin tam kanda ve idrarda birlikte
analiz edildigi ilk calismadir. Belirsizlik degerleri oldukca diisiik, dogrusal
aralig1 genis, gerikazanim degerleri yiiksek ve analiz stiresi oldukga kisa olan
yontemin, gerek tarama calismalarinda JWH-018 ve metabolitlerinin diisiik
degerlerinin tespiti ve izlenmesi acisindan gerekse postmortem Orneklerde

analizlerinde oldukca faydali olacag: diistintilmektedir.
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