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OZET

Sentetik kannabinoidler, esrarin temel psikoaktif bileseni olan A9-Tetrahidrokannabinol ile
aym1 reseptorlere etki ederek esrara benzer etki olusturan maddelerdir. {1k olarak bilim insanlari
tarafindan yeni ila¢ gelistirme g¢alismalart i¢in endokannabinoid sistemi arastirma amacl
sentezlenen sentetik kannabinoidler, 2004 yili itibariyle “Spice” markasi adi altinda satilan
bitkisel karisimlar olarak illegal uyusturucu pazarinda yerini almustir. Ureticiler tarafindan
kimyasal yapilarinda gergeklestirilen ufak modifikasyonlar sonucu maddelerin rutin uyusturucu
analizlerinde tespiti giiclesmektedir. Bu durum f{ireticilerin sentetik kannabinoidleri “esrara
yasal alternatif” adi altinda kolayca pazarlamalarina olanak vermektedir. Siirekli degistirilen
kimyasal yapilar1 neticesinde artan madde gesitliligi ile sentetik kannabinoidler, son yillarda

yeni psikoaktif maddelerin en genis alt grubu haline gelmislerdir.

Sentetik kannabinoidler ozellikle gengler arasinda olduk¢a popiiler olmalarina ragmen,
farmakolojik, toksikolojik o6zellikleri ve biyolojik drneklerde tespitlerine yonelik ¢alismalar

oldukga kisithdir.

Bu yiiksek lisans tezi, bir sentetik kannabinoid olan AB-CHMINACA ve ana metabolitlerinin
(AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2) kanda ve idrarda kati faz ekstraksiyon
yontemi kullanilarak LC/MS/MS’te spesifik ve giivenilir bir sekilde tespit ve kantitasyonunu
kapsayan bir metot gelistirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Dogrusal aralik tiim analitler i¢in
0.990’dan yiiksek korelasyon katsayisi degerleri ile 0.5-25 ng/mL olarak bulunmustur. Tespit
limiti (LOD) kan ve idrar 6rnekleri i¢in 0.22 — 0.39 ng/mL araligindadir. %RSD degerleri;
giini¢i  tekrarlanabilirlik c¢aligmalart igin %10’un altinda, glinleraras1 tekarlanabilirlik
caligmalar1 i¢in ise %12’nin altinda bulunmustur. Geri kazanim degerleri 76.0% - %123.8,
matriks etkisi degerleriise 77.7 % - 123.4 % araliginda bulunmustur. Ekstrakte edilen maddeler

gozlem siiresi (24 saat) boyunca otoornekleyicide kararli (< % 10) kalmislardir.
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Calisilmis  olan validasyon parametresi degerlerinin tiimii, toksikolojik analizlerin
validasyonuna yonelik hazirlanan uluslararasi rehberlerin kabul araliklari igerisindedir. Boylece
metodun, AB-CHMINACA ve metabolitlerinin kan ve idrar orneklerinde tespiti ve tayinine
yonelik gegerliligi ispatlanmistir. Metodumuz adli olgularin aydinlatilmasina énemli bir katki

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: AB-CHMINACA, AB-CHMINACA metabolitleri, LC/MS/MS, Kan,

Idrar, Sentetik kannabinoidler, Spice, Bonzai
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ABSTRACT

Synthetic cannabinoids (SCs) are substances that mimic effects of cannabis by acting on the
same receptors as delta-9-tetrahydrocannabinol which is the principle psychoactive ingredient
of cannabis. Originally, they were synthesized by researchers to investigate the mechanism of
endocannabinoid system in order to develop new pharmaceuticals. Since 2004, these chemicals
have become available on illegal drug market as “herbal smoking mixtures” under the brand
name “Spice”. With a slight alteration in the chemical structure of existing illegal substances
producers make these newly synthesized compounds difficult to be detected or identified in
routine drug analysis, thus suppliers can easily sell SCs as “legal” alternative to marijuana on
the illicit drug market. As a result of consistently increasing diversity in the chemical structures
of SC’s, they have become the largest subgroup of new psychoactive substances (NPSs) in

recent years.

Although SCs have become very popular especially among young people, studies concerning
their pharmacological, toxicological properties and their detection in biological samples are

very limited.

This master thesis was conducted to develop a specific and reliable method for detection and
quantification of the SC AB-CHMINACA and its main metabolites (AB-CHMINACA-M1A,
AB-CHMINACA-M2) in blood and urine samples by using solid phase extraction and liquid
chromatography tandem mass spectrometry techniques. The linear ranges were found 0.5-25
ng/mL for all analytes with a correlation coefficient greater than 0.990. The limit of detections
(LOD) were between 0.22 — 0.39 ng/mL for blood and urine. %RSD values were found lower
than %10 for intraday precision assays and lower than %12 for interday precision assays.

Recovery values were in the ranges of 76.0% - %123.8. Matrix effect values were found
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between 77.7 % and 123.4 %. Processed samples were stable (< % 10) under autosampler

conditions for observation time (24 hours).

Since all of the studied validation parameter values were within the acceptance interval given
by international guidelines for forensic toxicological analysis, the proposed method was
proved to be suitable for detection and quantification of AB-CHMINACA and metabolites in
blood and urine samples. This method will make an important contribution to enlighten

forensic cases.

Key words: AB-CHMINACA, AB-CHMINACA metabolites, LC/MS/MS, Blood, Urine,

Synthetic cannabinoids, Spice, Bonzai
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1.GIRIS ve AMAC
Iplik ve yakit iiretiminden bitkisel tedavi ve dini ayinlere kadar oldukga farkli amaglarla
tilkketilen kenevir, Orta Asya kokenli bir bitkidir. Yiizyillar i¢inde diinyanin farkli bolgelerinde
yetistirilip kullanilmistir. Kenevir bitkisinin Tiirkiye’de daha ziyade “esrar”, yurtdisinda ise
“marijuana” olarak bilinen Cannabis sativa ve Cannabis indica tiirleri, kullanicisinda yol a¢tig1

psikotrop etki dolayistyla uyusturucu madde olarak da kullanim alan1 bulmustur (1-2).

Cin Imparatoru Shen-Nung tarafindan M.O. 2737°de yazilmis olduguna inanilan
notlarin derlendigi tip kitabinda; esrarin gut, sitma ve romatizma iizerinde tedavi edici etkisi
oldugundan bahsedilmistir. Giiniimiizde diinya genelinde kullanimi en yaygin uyusturucu
madde olan esrarin, psikoaktif etkilerinden dolay1 kullanimina da ilk kez ayni kitapta yer

verilmistir (1-4).

Esrarin psikoaktif etkisinden sorumlu etkin maddesi olan A°-Tetrahidrokannabinol’iin
(THC) esrardan izolasyonu 1964 yilinda gerceklestirilmis ve bunu takip eden yillarda THC nin
etki ettigi reseptorler {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda Kannabinoid 1 (CB1l) ve
Kannabinoid 2 (CB2) reseptorleri kesfedilmistir (5-6). Kannabinoid reseptdrlerinin kesfinden
sonra bilim insanlari, kullanildiginda esrar benzeri psikoaktif etkilere sebep olmayan fakat
terapotik etkileri bakimindan esrara benzerlik gostermesi beklenen ilag arastirmalari igin CB1

ve CB2 reseptorlerine etki eden maddeler sentezlemislerdir (6).

1980’1li yillarda Huffman ve ark., endokannabinoidlerin yapisini ve viicuttaki etki
mekanizmasini aydinlatmak amaci ile arastirmalarinda kullanilmak tizere “JWH” serisi olarak
adlandirilan bilesikleri sentezlemislerdir (7). Sentetik kannabinoidler (SK), ilk olarak 2004
yilinda uyusturucu olarak kullanilmasi amaciyla merdiven alti laboratuvarlar tarafindan
tiretilmis ve internet yolu ile “Spice” olarak adlandirilan bitki karisimlart halinde piyasaya

stiriilmiislerdir. 2008 yilinda, bu bitki karisimlarin1 kullananlarda goriilen psikoaktif etkinin
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bitkilere ilave edilmis bir SK olan JWH 018’den kaynaklanmis oldugu raporlanmis ve bunun
sonucunda pek ¢ok iilkede 2009 yilinda JWH 018 kullaniminin yasaklanmasina yonelik yasal
diizenlenmelere gidilmistir (8). Maddenin yasa kapsamina girmesinden kisa bir siire sonra yeni
nesil SK’ler piyasada goriilmeye baslamistir. Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi
izleme Merkezi (EMCDDA) verilerine gére, 2009°da 9 adet olarak bildirilen tespit edilmis SK
cesidi, kanunlara takilmama amagh stirekli degistirilen kimyasal yapilar1 neticesinde, 2017
yilinin sonlarinda 179 adete ulasmustir. 2016 yil1 itibariyle sentetik esrarlar yeni psikoaktif

maddelerin en genis grubu haline gelmistir (9).

Kullanicilarda esrar benzeri psikoaktif etki olusturan bu maddelerin ucuz olmasi
sebebiyle kolay temin edilebilmesi ve yasa kapsamina girmemesi igin siirekli degistirilen
kimyasal yapilariyla rutin analizlerde tespitinin zor olmasi gibi cazip yanlarinin bulunmasi,

SK’leri kisa zaman igerisinde 6zellikle gengler arasinda oldukg¢a popiiler hale getirmistir (10).

Uretim sirasinda bitkiye spreylenen madde icin belirli bir konsantrasyon standard:
olmamasi, ¢oziicliyii kurutma asamasinda kontaminasyona karsi énlem alinmamasi ve bunlara
ek olarak maddelerin etkisini giiglendirmek veya yan etkilerini gidermek amacli konulan ¢esitli

katk1 maddelerinin varligi gibi olumsuz faktorler toksikolojik a¢idan 6nem arz etmektedir (8).

Bu teze konu olan AB-CHMINACA (N-[(1S)-1-(aminocarbonyl)-2-methylpropyl]-1-
(cyclohexylmethyl)-1H-indazole-3-carboxamide) 2009 yilinda Pfizer firmasi tarafindan
bilimsel amagl sentezlenmis ve ilk kez 2014 yilinda illegal tirinlerde tespit edilmis olan indazol
karboksamid grubuna ait bir SK’dir (11). Ulkemizde, 15/09/2014 tarihinde 6800 Sayili
Bakanlar Kurulu Karariyla 2313 Sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda

Kanun’un kapsamina alinmistir (12).

Ongoriilemeyen toksisitelerinin ve bagimlilik potansiyellerinin toplum saglig agisindan

risk teskil etmesi sebebiyle SK’lerin biyolojik 6rneklerde tespit edilmesini saglayan metotlarin
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gelistirilmesi 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada elektrosprey iyonizasyonlu-likit kromatografi/
tandem kiitle spektrometrisi (ESI-LC/MS/MS) cihazi kullanilarak kanda ve idrarda AB-
CHMINACA ve metabolitlerinin tayini; secici, hassas ve giivenilir bir analitik metot

gelistirilmesi ve gelistirilen metodun validasyonu amacglanmistir.



AB-CHMINACA'nin kanda ve idrarda tayini 16

2. GENEL BILGILER

2.1 Sentetik Kannabinoidler

SK’ler, THC ile ayn1 kannabinoid reseptorlerine olan affinitelerinden dolayi ilk olarak
bilim insanlar1 tarafindan THC nin spesifik etki mekanizmasini arastirma ve yeni terapotik
madde bulma caligmalarinda potansiyel bulundurmalar1 gerekgesiyle arastirma kimyasallari

olarak {iretilen psikoaktif etkili maddelerdir (10).

Bilim insanlarinin; “klasik kannabinoidler” olarak siniflandirilan dibenzofuran halkali
THC analoglarim1 iiretme ¢alismalar, THC nin izolasyonunun gerceklestirildigi yillarda
baslamistir. Bu amagcla yapilan ilk ¢aligmalar sonucunda, 1960’larda yap1 bakimindan THCye
benzer olan ilk SK’ler sentezlenmistir. Hebrew Universitesindeki arastirmacilar tarafindan
gelistirilen ve tiniversitenin bas harfleri ile isimlendirilen HU-210, esrarin 100 kat1 potansiyele
sahip sentezi zor olan klasik kannabinoidlerdendir (Sekil 1). 1970’li yillarda, “non-klasik
kannabinoidler” sinifina dahil olan siklohekzilfenol (CP) yapili SK’ler Pfizer firmasi tarafindan
gelistirilmislerdir. Bu maddelerden biri olan CP-47,497 sentezinin kolay olmasi ve CBI1
reseptor aktivitesinin yiiksek olmasindan dolay1 popiilerlik kazanmistir. John William Huffman
ve ¢aligma ark. 1980°1i yillarda kannabimetik aktiviteye sahip olan aminoalkilindoller olarak
da bilinen birgok SK sentezlemis ve bunlari isminin bas harflerini kullanarak
isimlendirmiglerdir. JWH serisi bilesiklerin arasinda, yiiksek farmakolojik aktiviteye sahip
olmasi ve sentezinin kKolay olmasi sebebi ile kotiiye kullanilan ilk SK’lerden olan JWH-018 de
bulunmaktadir (8,10,13). 2009 yilinda, Pfizer firmasi indazolkarboksamid tiirevi SK’leri
iretmis ve patentini almistir (11). Kimyasal isimlerine gore adlandirilan bu grubun {iyelerine

AB-CHMINACA, MDMB-CHMINACA 6rnek olarak verilebilir.
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g b) HU-210

Sekil 1: a) THC ve b) HU-210 maddelerinin kimyasal yapilart

(Kaynak: https://www.caymanchem.com/product/12068,https://www.caymanchem.com/
product /90082)

SK’lerin bilimsel amagli sentezlenmesi disinda illegal laboratuvarlar tarafindan eglence
amagh kullanimina yonelik bitki potpurisi seklinde iretilip “Spice”, “K2”, “Bonzai” gibi
markalarin ad1 altinda internet ortamindan satisina baslanmasi 2004 yilin1 bulmustur. Genellikle
bitkisel bir karisimin iizerine aseton veya metanol gibi ugucu ¢ozeltilerde ¢oziilmiis maddenin
puskiirtiilmesi ve kurutulan bu bitki karisimmnin ortalama 0.4-3.0 gr olacak sekilde paketlenip
“bitkisel tiitsii” ad1 altinda piyasaya siiriimii ile satis1 gerceklestirilmektedir (8). Uriinler,
bozulmay1 geciktirmesi ve 6zellikle genglerin ilgisini ¢ekmesi gibi amaglar ile dikkat gekici
aliminyum paketlerde satilmaktadir (Sekil 2). Yasal kontrollere takilmadan ge¢mesi igin
paketlerin {izerinde “insan kullanimi ic¢in degildir” veya “dogal”, “bitkisel” gibi yazilar
bulunmakta ve igindekiler kismi gercekte paket icinde olanlari yansitmayip SK varligindan
bahsedilmemektedir (14). Kullanildig: ilk donemlerde yasa koyucular tarafindan psikoaktif
etkilerinin oldugu bilinmeyen ve haliyle kullaniminda yasal bir kisithlik bulunmayan bu
maddelerin tiretim yerlerinin Cin gibi uzak dogu tilkeleri oldugu ve buradan diinya geneline
yayildig1 diistiniilmektedir (8, 15). Saticilar tarafindan “yasal marijuana” veya “yasal kafa
yapict” seklinde lanse edilen bu maddelerin paketlerinin {izerinde igerik olarak cesitli
bitkilerden bahsedilmekte olusu goriildiikleri ilk donemde psikoaktif etkilerin bitkilerden

kaynaklandigin1 diisiindiirmiistiir (6). Paketlerde genellikle psikoaktif etkiye yol agmayan


https://www.caymanchem.com/product/12068
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bitkilerin varligmin belirtilip nadiren dogal psikoaktif alkaloidler igeren bazi bitkilerin
varligindan bahsedilmesi ve kullanicilarda olusan etkinin bu bitkilerin olusturabileceginden
fazla olmasi zamanla siiphe uyandirmustir (6, 16). Almanya’da bulunan bir ilag sirketi olan THC
Pharm 2008 yilinda “Spice” markas1 altindaki bitki karigimlarinin neden oldugu psikoaktif
etkiden sorumlu maddeyi aragtirma amagl bir ¢alisma yapmis ve arastirmanin sonucunda
psikoaktif 6zelligin bitkisel kaynakli olmadigi, bitki iizerinde ¢6ziilmiis halde bulunan bir SK
olan JWH-018 bilesiginden kaynaklandigini belirtmistir (6). Bu rapordan kisa bir siire sonra
baska “Spice” lriinleri ilizerinde yapilan arastirmalarin neticesinde yine bir SK olan CP-
47,497’ nin C8 homologunun varlig tespit edilmistir (6). Bu gelisme ile bu bitki karigimlari
yasa koyucularm dikkatini ¢ekmis ve 2009 yili itibariyle tespit edilen SK’ler ¢esitli {ilkelerde

yasa kapsamina alinmaya baglanmistir (6).

Sekil 2: Farkli amabalaj ve paketler

(Kaynak: https://hereshelpinc.com/synthetic-marijuana/)
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Piyasaya siirtildiigii ilk yillarda benzin istasyonlari, sigara diikkanlar1 gibi halka agik
alanlarda herhangi bir yasal engele takilmadan satilabilen SK’lerin otoritelerin dikkatini
¢cekmesi sonucu “yasal” statiisiinii kaybetmesi saticilar1 yeni tiirevlerini iiretmeye yoneltmistir.
Maddenin yasa kapsamina alinmasini takiben kimyasal yapisinda ufak modifikasyonlar
yapilarak iiretilmis yeni analoglarin piyasaya siiriilmesi yaklagimi yasa kapsamina alinan tiim
SK’ler i¢in devam etmistir (10, 14). Bu durumun sonucunda, EMCDDA verilerine gore SK’ler

2016 yilindan itibaren yeni psikoaktif maddelerin en genis alt grubu haline gelmistir (9).

SK’lerin merdivenalt1 laboratuvarlar tarafindan tiretilirken belirli bir standart prosediire
uyulmamasi ¢esitli toksikolojik sorunlari beraberinde getirmektedir. Bitki karigimlarinin
icerigini aragtirmaya yonelik yapilan ¢aligmalar ayn1 markaya ait farkli paketlerin icerisinde
bulunan SK cinsinin, ¢esidinin ve madde konsantrasyonlarinin paketten pakete degiskenlik
gosterdigini ortaya koymaktadir (9,16). Bitkisel karisimlarin kontaminasyona agik bir ortamda
hazirlanip kurutuluyor olmalar1 ve maddelerin psikoaktif etkisini arttirmak veya yan etkilerini
azaltmak amach konulan katki maddelerinin varligi risk faktoriini arttirmaktadir (14).
Piyasadaki “Bonzai” paketlerinde aktif SK’in yaninda; THC, O-desmetiltramadol,
harmin/harmalin, tokoferol, nikotin, oleamid, kafein ve brodifakum gibi opioidlerden fare
zehirine kadar degisebilen bir yelpazede farkli maddeler bulunabilmektedir (16, 17). Ayni
marka altindaki paketlerin igerisinde farkli miktarda ve igerikte iriin, katki maddeleri,
kontaminantlar bulunmasi kullanicilar agisindan yaniltict olmakta; kisinin ayni olugunu
diisiniip daha oOnce kullanmis oldugu iriin ile aym paketi kullanmasi toksisite ile

sonuc¢lanabilmektedir.

SK’lerin kétiiye kullanimi toplum sagligi ve giivenligi agisindan akut ve uzun donemli
sorunlarla bagdastirilmaktadir. Kullanic1 {izerindeki total etkisi ¢esitli parametrelerden

etkilenebilmektedir. SK’lerin birgogunun CB1-CB2 reseptdrleri tam agonisti olmalarina karsin
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esrarin  kismi agonist olmasi, etkilerinin de esrara nazaran daha c¢ok olmasi ile
iliskilendirilmektedir (18). Yapilan ¢alismalar sonucunda SK’lerin temel idrar metabolitlerinin
hidroksil metabolitleri ve bunu takip eden glukranidasyon seklinde gerceklestigi litaratiirde yer
almistir. Hidroksillenmis metabolitlerin olusmasindan yola ¢ikarak CYP’nin SK’lerin
biyotransformasyonunda rol aldigi kabul goérmistir. UGT enzimleri de glukronidlesme
basamaginda gorev almaktadir. THC’nin bilinen tek aktif metaboliti olan 11-hydroxy-A°-THC
ana maddeden daha diisitk CB1 reseptor affinitesine sahip iken bazi SK’lerin hidroksillenmis
metabolitleri yliksek CB1 reseptor affinitesi gostermektedir. Olusan aktif metabolitlerin bagka
SK’ler ile eklentik veya sinerjetik etkilesimi SK kaynakli yan etkilerin fazla olusu ile baglantili
olarak distiniilebilir. SK’lerin kendileri gibi P450 isoformlarin substratlar1 olan baska
ilaclarla birlikte kullanimlari s6z konusu oldugunda, ayni polimorfik enzimi paylasimdan

kaynakli ¢esitli ilag-ilag etkilesimlerine sebep olma potansiyeli mevcuttur (19).

SK’lerin bagimlilik gelistirme potansiyelinin klasik THC’ye oranla daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Madde yoksunlugu kaynakli belirtiler; SK kullanim miktar1 veya kullanilan
maddenin potansiyeli gibi farkli parametrelere de baglh olarak vakaya gore hafiften ciddiye
degiskenlik gosterebilmektedir. Bas agrisi, terleme, diare, bulanti, géglis agrisi, tasikardi,
miyalji, kasilma ndbetleri gibi fizyolojik semptomlar; anksiyete, ajitasyon, insomnia, paranoya,
haliisinasyon, deliisyon, intihar disiincesi/girisimi gibi psikolojik semptomlar SK
yoksunluguna bagli gelisen belirtilerden bazilaridir (20). Kronik SK kullananlarda esrara
benzer veya daha siddetli yoksunluk sendromu goriilebilmektedir (13,21). Tolerans ¢abuk
gelisebildiginden beklenen etkiyi elde etmek amagli maddenin fazla alinmasi toksisiteye neden

olabilmektedir (8).
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Ucuz olmalari, kagak¢iliginin kolay olmasi, tespitinin zor olmas1 ve etkisinin esrardan
daha gii¢lii oldugu yoniindeki duyumlardan dolay1 evsizler ve mahktmlar gibi bazi hassas

gruplar i¢in olusturdugu tehlike 6zellikle endise vericidir (9).

2.2 AB-CHMINACA

AB-CHMINACA; indazol yapisinda bir SK reseptor agonisti olup diger SK’ler gibi
esrarin psikoaktif bileseni olan THC’nin kannabimetik etkisini taklit etmek amaciyla
iiretilmistir. ilk defa 2009 yilinda Pfizer firmas: tarafindan bilimsel amaglar ile sentezlenip

patenti alinan bu maddenin, yasadis1 yollarla tiretilip uluslararasi uyusturucu pazarina girmesi

2014 yilina denk gelmektedir (11,22,23).

Sekil 3’te molekiiler formiilii C20H28N4O2 olan AB-CHMINACA maddesinin kimyasal yapisi

N N\/O
O N/
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N\/—\
H™ NH,

P

verilmistir.

Sekil 3: AB-CHMINACA maddesinin kimyasal yapisi
(Kaynak: https://www.caymanchem.com/product/15434)

Maddenin bilinen ad1 yapisal 6zelliklerinden yola ¢ikilarak elde edilmistir: metil amino
butanon baglantili grubu (AB), siklo hekzil metil kuyruk (CHM), indazol ¢ekirdek (INA) ve

karboksamid baglayici (CA) (24).
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AB-CHMINACA siklohekzil metil grubunun indazol halkasindaki azotlara
baglanmasina gore degisen iki pozisyonel izomere sahiptir. Longworth ve ark. piyasadaki AB-
CHMINACA igeren triinlerde bulunabilen pozisyonel izomerin (AB-CHMINACA 2-izomer)
kannabimetik etkisinden dolayi bilingli iiretilip tiretilmedigi veya yapim agamasindan kaynakli
bir safsizlik olup olmadigin1 konusunu arastirmak igin, AB-CHMINACA ve yapisal izomerini
sentezlemis ve Karakterizasyonunu yapmuslardir. Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda yiiksek
CBI1 ve CB2 affinitesine sahip oldugu bilinen AB-CHMINACA nin aksine yapisal izomerinin
her iki reseptore kars1 da ¢ok diisiik diizeyde agonist potansiyeli gosterdigini tespit etmislerdir.
Bu durum ve her iki maddenin iiretimi i¢in ayn1 ana ¢ikis maddesinin kullanildigi da g6z 6niine
alindiginda, maddenin yapisal izomerinin merdiven alt1 laboratuvarlarda iiretim asamasinda
diizgiin saflastiramama kaynakli bir impiirite olarak madenin yaninda bulundugu sonucuna

varmuglardir (25).

Madde, kiral merkeze sahip olmasindan dolay1 (R)- ve (S)- enantiomerlerine sahiptir.
Pfizer firmasi tarafindan ilk iretilen halinin (S)- konfigiirasyonunda olmasi ve sentezinde
kullanilan kimyasallar sonucunda (S)- izomerinin olusmasinin beklenmesi, piyasada bulunan
driinlerin daha ¢ok (S)- enenatiomer yapisinda oldugunu distindiirmektedir (24). AB-
CHMINACA nin stereokimyasinin kannabinoid reseptor aktivitesini nasil etkiledigine dair bir

calisma bulunmamaktadir.

Saf halinde beyaz kristal yapida toz bir madde goriinimiinde olan AB-CHMINACA,
uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliip gesitli otlara piiskiirtiilmesi yoluyla hazirlanarak paketlenip
piyasaya siiriilmektedir (26-27). Bu sekilde hazirlanan ot karigimlarinin Bonzai, Jamaican Gold
Supreme, Diablo, Bomb! Marley, Vertex, Aromatic Potpuri, Manga Xtreme, V.I.P, Love R&B
gibi ¢esitli markalarin ad1 altinda satisi tespit edilmistir. Toz formunda, elektronik sigaralarda

kullanilmak tizere siv1 halde veya kagida emdirilmis sekilde satis1t mevcuttur (24,27,28).
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Bitkisel karisim halinde satilan formlarmin bazilarinda baska SK’lerin varligi tespit
edilmistir. Avrupa SK pazarini arastirma amaglh Agustos 2014-Haziran 2017 tarihleri arasinda
975 adet sigara olarak ic¢ilmeye uygun iiriiniin analizi yapilmis ve sonucunda bu iiriinlerin
15%’inin AB-CHMINACA igerdigi tespit edilmistir. AB-CHMINACA igeren iirlinlerin
%72’sinde maddenin tek basma bulundugu, %19’unda beraberinde baska bir SK’in de
bulundugu, %9’unda ise AB-CHMINACA yaninda birden fazla SK bulundugu belirtilmistir.
Bitkisel karigimlarin bazilarinda; amfetamin, pentedron, clefedron gibi sitimiilanlara rastlandigi
da olmustur. Bu iiriinlerin paketlerinde igerikleri belirtilmediginden kullanicilar ¢ogunlukla

AB-CHMINACA kullandiginin bilincinde olmadan maddeyi kullanmaktadir (24).

AB-CHMINACA kullanicilart; diger SK’lerin kullanicilart gibi uyusturucu bagimlilari,
eglence amagli kullananlar, esrara “yasal” alternatif olarak kullananlar, deneyim edinme amagli

kullananlar ya da rutin uyusturucu testlerini atlatmak amagli kullananlar olarak belirtilebilir.

2.2.1 Farmakokinetik ozellikleri

AB-CHMINACA’nm ilk in vitro ve in vivo insan metabolizma ¢alismas1 Erratico ve
ark. tarafindan insan karaciger mikrozomu (HLM) kullanilarak gergeklestirilmistir. Olusan
metabolitleri tespit etmek i¢in likit kromatografi/kuadrupol ugus zamanl kiitle spektrometrisi
(LC/QTOF-MS) cihazi kullanilmis ve ¢alisma sonucunda toplamda 26 metabolitin varlig
belirlenmistir. Bu metabolitlerden siklohekzil halkanin monohidroksillenmesi (M9-M14) ve
amidaz ile karboksil olusturmasi (M21) olmak iizere iki tanesi ana metabolitler olarak
degerlendirilmistir. Bunlara ek olarak 6 adet dihidroksil metaboliti, 5 adet M21’in
monohidroksil metaboliti ve 5 adet glukronit metaboliti olugsmustur (Sekil 4). Calismanin ikinci
kisminda 7 adet insan rekombinant CYP (rCYPs) enzimi kullanilmistir ve rCYP3A4’iin AB-
CHMINACA metabolizmasinda rol oynayan esas CYP enzimi oldugu belirlenmistir. Son

olarak, gergek bir kullaniciya ait idrar 6rnegi analiz edilmis ve tespit edilen metabolitlerin in
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Vitro galisma ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Boylece in vitro modelin in vivo metabolizma

icin 6nemli bir gosterge oldugu tespit edilmistir (22).

o} 5 Q
NHo T2 HO A
AN
N
’ o
N NH,
H
M1 M14

Chemical Formula: C13H17N3O3
Exact Mass: 276,1222

TCYP3A4

Chemical Formula: CaqH2gN403
Exact Mass: 372,2161

TCYP3A4

Oy NH o SN
4, -CYP3A4 ’5\-»““ b
H' O™ Nh
M8 AB-CHMINACA

Chemical Formula: CpgH2gN402
Exact Mass: 356,2212

Chemical Formula: Cq3H1gN4O2
ExactMass: 260,1273

S

lAmidase

HO

\N,N;

M20
Chemical Formula: C15H;gN,0,

0,
ﬁ..‘l NH
° OH
M21

Exact Mass: 258,1368 Chemical Formula: CygHz7N;05
Exact Mass: 357,2052

l UGTs lUGTS
o]
N, #
N o ?’ r
0 wNH
O.
M25-M26
Chemical Formula: CgH35N30q
Exact Mass: 533,2373

“Ho
0” 'HO WOH
M24 HOYQ
Chemical Formula: C21H2sN2038 0 3 OH
Exact Mass: 434,1689 HO

> N 0 > LN
o OH

wNH OH
O N,
’b?? Chemical Fomh:'llza-:MgzuHZBN.,04
C\Q Exact Mass: 388.2111
TCYP3A4
CYP3A4 | ONA N oH
_-’ ﬁ.uNH N
0

NH,
M9-M13

Chemical Formula: C,oHgN404
Exact Mass: 372.2161

lAmidase

OH

M15-M19
Chemical Formula: CogH7N304
Exact Mass: 373.2002

l UGTs
(%
HO)rQ“OH

3 OH
° HO

M22-M23
Chemical Formula: CzgH3sN30 19
Exact Mass: 549.2322

Sekil 4: AB-CHMINACA nin olas1 in vitro metabolizasyonu

(Kaynak: Erratico ve ark. 2015)
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Hasegawa ve ark., modifiye bir Quechers yontemi ile hazirlanan kan, idrar ve ¢esitli
doku oOrneklerinde AB-CHMINACA’nin likit kromatografi/tandem kiitle spektrometrisi
(LC/MS/MS) ile tespitine yonelik ¢oklu SK zehirlenmesi sonucu gergeklesen 6liim vakasina ait
calisma yapmuislar ve sonucunda kan ve idrarda maddeyi tespit edememislerdir. Yag dokusunda
ise ylksek konsantrasyonda bulundugu i¢cin maddenin kendisinin tespiti i¢in yag dokusunun
onemli bir viicut 6rnegi oldugu vurgusunda bulunmuslardir (29). Daha sonra, olasi idrar
metabolitlerini tespit etme amacl bir ¢alisma yapmislar ve sonucunda idrarda AB-
CHMINACA-M1 ve AB-CHMINACA-M3 metabolitlerini tespit edebilmislerdir (30). Bu
calismada tespit edilen metabolitler, Erratico’nun ¢alismasindaki metabolitler ile uyumluluk

gostermistir.

Sim ve ark., AB-CHMINACA ve 6 metabolitini sa¢ 6rneklerinde tespit etmeye yonelik
bir analitik metot gelistirmis ve valide etmislerdir. Siiphelilerden alinan gergek ornekleri
LC/MS/MS cihazi ile gelistirmis olduklar1 metoda gére analiz ettikleri ¢alismalar1 sonucunda,
maddenin kendisini ve sa¢ Orneklerinde daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan amid
hidrolizleri sonucu olusan iki metabolitini (AB-CHMINACA-M2, AB-CHMINACA-M4)
tespit edebilmislerdir. Calisilan tiim 6rnekler i¢in maddenin M2 metaboliti, M4 metabolitinden

yiiksek konsantrasyonda bulunmustur (31)

Madde igin 6nerilen biyotransformasyon yollari; siklohekzil halkanin hidroksillenmesi,
terminal amidin hidrolizi, sekonder amidin hidrolizi ve izopropil grubunun oksitlenmesi veya

hidroksillenmesidir (32).

Literatiirdeki metabolitlerin isimlendirilmeleri ¢alismay1 gergeklestiren gruba gore
degismis olmakla birlikte Onerilen metabolitlerin kimyasal yapilart birbiriyle uyumlu
bulunmustur. Tez ¢aligmasinda yukaridaki ¢alismalar referans alinarak, AB-CHMINACA-

M1A ve AB-CHMINACA-M2 metabolitleri kullanilmistir.
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I¢ standart olarak AB-CHMINACA ile benzer kimyasal yapida bulunmasi nedeni ile
cevresel kosullardan ayni sekilde etkilenmesi beklenen kararli doteryumlu yapidaki AB-
PINACA-d9 kullanilmistir. Metabolitlerin ve i¢ standartin kimyasal yapisi Sekil 5’te

gosterilmektedir.
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Sekil 5: a) AB-CHMINACA-M1A, b) AB-CHMINACA-M2 ve ¢) AB-PINACA-d9
maddelerinin kimyasal yapilari

(Kaynak: https://www.caymanchem.com/product/16387, https://www.caymanchem.com/
product/16389, https://www.caymanchem.com/product/15057)

2.2.2 Farmakodinamik ézellikleri
Endokannabinoid sistemin bir pargasi olan CB1 ve CB2 reseptorlerinin her ikisi de G-
protein bagli reseptorlerdendir. Sahip olduklar1 farkli aminoasit dizilimi, sinyal mekanizmasi,

doku dagilimi ve belirli potent agonist ve antagonistlere karsi olan farkli hassasiyet ve


https://www.caymanchem.com/product/16387
https://www.caymanchem.com/
https://www.caymanchem.com/product/15057
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secicilikleri; CB1 ve CB2 reseptorlerini birbirinden farkli kilmistir. CB1 reseptorleri en ¢ok
norotransmitter salinimini inhibe edebilecekleri merkez ve periferal noronlarin uglarinda
bulunurken, CB2 reseptorleri bagisiklik hiicrelerinin yiizeyinde bulunmaktadir (6,33,34). CB1
reseptor aktivitesi esrarin agr1 kesme, anksiyete kontrolii, duygu-durum degisiklikleri, 6grenme
ve hafiza gibi ¢esitli fizyolojik etkilerinden sorumludur. CB1 reseptoriiniin psikoaktif etkilere
aracilik ettigi ve CB1 reseptorii baglanma affinitesi ve potansiyelinin psikoaktif etkilerle
bagintili oldugu bilinmektedir (33-35). THC psikoaktif etkisini CB1 reseptorlerinde kismi
agonist olarak gostermektedir. CB2 reseptdrii izerinde de kismi1 agonist etkisi bulunan THC’nin
bu reseptor agonistligi ile immiin sisteme dair etkilere neden oldugu diisiiniilmektedir. SK’lerin
cogu ise THC den farkli olarak CB1 ve CB2 reseptdrleri tizerinde tam agonist etki ve yiiksek
affinite gostermektedir (25). Bu durum, THC ile ayn etkiyi gostermeleri i¢in gerekli olan SK

dozunun daha diisiik olmasi ile sonuglanmaktadir.

AB-CHMINACA’ nin farmakodinamik 6zelliklerinin 6grenilmesi i¢in ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. i1k olarak Wiley ve ark., AB-CHMINACA y1 da igeren ii¢ adet karboksamid tiirevi
SK’in in vitro ve in vivo etkilerini gézlemlemek adina fareler lizerinde deneyler yapmislardir.
Maddenin CB1 ve CB2 reseptorlerine baglandigi ve reseptorleri aktivite edip lokomotor
supresyon, antinosiseptif etki, katalepsi ve hipotermiye sebebiyet verdigi goriilmiistiir. CB1
reseptor baglanma affinitesinin tam agonist oldugu gozlemlenmistir. THC diskriminasyon
deneyi de yapilmis sonucunda maddenin doza bagimli tam subsitisyon gosterdigi belirtilmistir

(36).

THC ve SK’lere maruz birakilan farelerdeki spontane aktivite, katalepsi, hipotermi ve
analjezinin diizeyinin Olc¢iildiigii tetrad testi bu maddelerin canlilar {izerindeki etkilerin
anlasilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir (37). Wiley ve ark. bu amagla ¢alismalarin bir sonraki

asamasinda fareler iizerinde tetrad testini uygulamislar ve sonucunda THC, AB-CHMINACA
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ve AB-PINACA’nin kannabinoid etkiler bakimindan tetrad testinde tam profil gosterdigi
sonucuna varmiglardir. Buna ek olarak AB-CHMINACA’nin THC’ye gore 11-58 kat daha
potent oldugunu tespit etmislerdir. Calismalar1 sonucunda, AB-CHMINACA ’nin kuvvetli ve
etkili bir psikoaktif CB1 reseptdr agonisti oldugunu ve insanda bagimlilik olusturabilme

potansiyelinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir (36).

2017°de Cannaert ve ark., yapmis olduklari CB1 ve CB2 reseptor aktivasyonu
caligmalarinin  sonucunda AB-CHMINACA’nin JWH-018’den daha potent oldugunu

belirtmislerdir (38).

SK’lerin hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarinin, genellikle enjeksiyon yontemiyle
verilen maddelerin hayvanlar tizerindeki etkilerini inceleme seklinde gergeklesmis olmasindan
fakat SK’lerin insanlarda kullaniminin genellikle solunum yoluyla olmasindan dolay: Lefever
farelere buhar yoluyla maddeyi vererek bir ¢aligma yapmistir. AB-CHMINACA nin aerosol
halinde uygulama sonucunda olusan etkileri, tam kannabinoid profil gostermesi bakimindan
enjeksiyon yoluyla uygulama ile ayn1 sonucu vermistir. Calismanin bulgulari, aerosola maruz
kalmanin maddenin etki gostermeye baslamasi i¢in gerekli olan siireyi kisalttigini fakat bununla

beraber etki siirecinin de daha kisa olmasina neden oldugunu gostermistir (39).

Franz ve ark., sa¢ 6rneklerinde AB-CHMINACA nin analizine yonelik kapsamli bir
aragtirma yapmislardir. Disaridan AB-CHMINACA bulastirilarak kirletilen ve sonra farkli
kosullarda saklanip analizi yapilan sa¢ drneklerinin hepsinde maddenin kendisi ve metabolitini
(AB-CHMINACA-M2) gozlemlemiglerdir. Bu durum sagta birikmis olan ana madde AB-
CHMINACA'nin kararsiz amid yapis1 nedeniyle sonradan hidrolize olabilecegini gostermistir.
Ayni ¢alismanin farkli kosullarda gergeklestirilmis deney sartlarinin sonuglari, degredasyonun
sicaklikla beraber artan bir egilimde oldugunu fakat 1513a maruz kalmanin maddenin

metabolizasyonu iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini1 géstermistir. Calisma sonuglarina ek
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olarak, degradasyonun sa¢ matriksine bagh olarak, sa¢a yapilan uygulamalar veya melanin
miktarina gore degisebilecegini fakat kesin sonuca varmak i¢in baska calismalarin yapilmasinin

gerekli oldugunu belirtmislerdir (40).

2.2.3 Toksikolojik etkileri

THC’nin akut toksikolojik etkilerinden olan tasikardi, yanlis zaman algisi, korku,
endise, haliisinasyon, paranoya gibi etkilerin benzerleri SK’lerde de goriilmekle birlikte bazi
vakalarda daha siddetli etkilerin goriildiigii de olmustur. Esrarla kiyaslandiginda oliimle
sonuglanan zehirlenme vakalarina daha sik rastlanmaktadir. Zehirlenmeler biling kaybi, hafiza
kaybi, kardiyovaskiiler etkiler, ajitasyon, deliryum, davranis bozukluklar1 seklinde kendini
gosterebilmektedir. Ani 6limle sonuglanan vakalar da mevcuttur (29). SK'lerin kannabinoid
reseptorlere karst farkli derecelerdeki baglanma afiniteleri ve reseptor segicilikleri, bu
maddelerin hafif tagikardiden psikoza ve en son oliime kadar degisebilen farkli etkilerinin
sebebi olarak gosterilebilir (32). AB-CHMINACA kullanimi1 kaynakli gelismesi muhtemel
toksik, karsinojenik-mutajenik etki ve iireme kaynakli problemler hakkinda bilgi veren bir
giivenlik dokiimani bulunmamaktadir. AB-CHMINACA kullaniminin yan etki olarak psikoz,

nobet ve hata 6ltimle iliskili oldugunu bildirir pek ¢ok ¢alisma literatiirde mevcuttur.

EMCDDA verilerine gore 2014-2017 arasinda 37 adet oOlim vakasinda AB-
CHMINACA ya maruziyet durumu mevcuttur. Bu vakalardan 7’sinde AB-CHMINACA 6liim
nedeni veya Oliime katkist olan bir neden olarak belirtilmistir. Vakalarin 6’sinda AB-
CHMINACA dan baska madde bulunamamistir. Olenlerden 24 tanesi erkek, 1 tanesi kadm
olarak belirtilmis; 6 tanesinin cinsiyeti ise belirtilmemistir. 24 erkegin yaslarinin ortalamasi

29.7 olup yaslar1 16-66 arasinda degismektedir. Olen kadin 38 yasindadir (24).

2014 yilinda Florida’da SK kullanimi sonrasi acil servise bagvuran hastalarin sayisinin

iki hafta gibi kisa bir siire diliminde oldukga fazla olmasi dikkat ¢ekmistir. Bu hastalarin
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24’inde akut deliryum goriilmiis, 14’tiniin ise nobet gegirdigi raporlanmustir. 5 hasta i¢in
solunum destegi ve yogun bakim kosullarinda tedaviye ihtiya¢ duyulmustur. Haliisinasyon da
goriildiigi belirtilen bir diger etki olmustur. Yapilan analizler sonucunda 21 vakanin 15’inde

AB-CHMINACA veya metabolitlerine rastlanmistir (32).

Literatiirde yer alan ¢alismalarda; denge bozuklugu, asir1 halsizlik, sersemlik, istifra,
genislemis gozbebegi ve agiz kurulugu AB-CHMINACA kullanimi sonrasi goriilen belirtilere
ornek verilmekle birlikte en sik goriilen klinik semptomlarin merkezi sinir sistemini (MSS)

baskilama, tasikardi ve disoryantasyon oldugu belirtilmistir (41-42).

2015’in 6 aylik bir periyodunda acil servise eglence amacli madde kullanimina bagl
akut intoksikasyon sliphesi ile bagvuranlar {izerinde istatistiki bir ¢alisma gerceklestirilmis ve
bunun sonucunda bagvuranlarin %10’unda SK pozitif bulunmus; MDMB-CHMINACA ve AB-
CHMINACA’nin en sik rastlanilan SK’lerden oldugunu raporlamigtir. Buna ek olarak
caligmada AB-CHMINACA nin kardiyovaskiiler, ndropsikiyatrik ve norotoksik etkiye neden

olan bir SK oldugunundan bahsedilmistir (43).

Diyabetik Kketoasidozise bagli gergeklesen bir Olim vakasinda aralarinda AB-
CHMINACA’nm da bulundugu 11 adet SK’in varlig1 tespit edilmistir. Oliimiin, madde etkisi
altinda toksisiteye ugrayan bireyin insiilin enjeksiyonunu atlamasindan kaynakli gelisen
hiperglisemi sonucu mu yoksa kullanilan SK’lerin hiperglisemiye neden olmalar1 kaynakli m1

gerceklestigi bir netlik kazanmamistir (42).

Bir bagka oOliimle sonuglanan vakada, AB-CHMINACA Kkardiyojenik olmayan
pulmoner ddem ile iligskilendirilmistir. Kanin analizi sonucunda yiiksek konsantrasyonlarda
AB-CHMINACA ve AB-CHMINACA-M2 metaboliti; eser miktarlarda baska SK’ler tespit

edilmistir. Kandaki AB-CHMINACA-M2 metabolitinin ana maddeye oraninin yiiksek olmast,
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metabolizasyonun  hizli  gergeklestigine ve  AB-CHMINACA-M2  metabolitinin

kantitasyonunun 6nemine isaret etmektedir (44).

Vaka analizlerine dayanarak yapilan literatiir ¢alismalarma gére AB-CHMINACA
baglantili Sliimler; kalp yetmezligi sonucu, ¢oklu organ yetmezligi sonucu ve solunum

sisteminin iflasidan kaynaklanama seklinde gergeklesmistir (32,44-47).

Kullanimlar1 sonrasi gergeklesen oOliim oranlart  dikkate alindiginda, AB-
CHMINACA nin toksisite potansiyelinin 6nceki SK’lere gore daha yiliksek oldugu sonucuna

varilabilmektedir (25,41).

2.2.4 Yasal diizenlemeler

Yeni psikoaktif maddeler; 1961 “Birlesmis Milletler Uyusturucu Maddeler Tek
Sozlesmesi” (Single Convention on Narcotic Drugs) ve 1971 “Birlesmis Milletler Psikotrop
Maddeler Sozlesmesi” (Convention on Psychotropic Substances) ile kontrol altina alinmamis
olan fakat saf veya hazirlanmis hali ile, kontrol atina alinmis olan narkotik maddelere benzer
kamu saglig1 tehditi barindirma olasilig1 bulunduran “yeni narkotik ilaglar” ile “yeni psikotrop
ilaclar” alt gruplarindan olusan maddelerdir. Yeni psikoaktif maddelerin en genis iiyesi olan
SK’lerin bu uluslararasi kontrol sdzlesmelerinde yer almiyor olmasi, maddelerin kisitlanmalari

ile ilgili yasal mevzuatin iilkelere gore degiskenlik gostermesine neden olmaktadir (24).

EMCDDA, biiyliyen uyusturucu sorununu ele almak i¢in saglam veriler saglamak ve
Avrupa’nin uyusturucu sorunlarmin niteligini anlayarak bunlara daha iyi1 yanit vermesine
yardimci olmak tizere 1993 yilinda kurulmus ve 1995°te faaliyete gegmistir. EMCDDA; yeni
psikoaktif maddelerin tespiti, degerlendirilmesi ve kontroliine yonelik tedbirler alinabilmesi
icin “erken uyari sistemini” (EWS) kurmustur (8). Bu sistem ile tespit edilen uyusturucular ile
ilgili tim veriler en kisa siirede liye {ilkelerle paylagilmaktadir. Tiirkiye bu sisteme 2006 yilinda

dahil olmustur.
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Avrupa’da SK’lerin 2008 yilinda ilk kez tespit edilmesinin ardindan Almanya 2009 yili
baslarinda bu maddeleri yasaklayan ilk Avrupa iilkesi olmus ve bunu takiple Avrupa Birligi
tilkelerinin birgogu da SK’leri kisitlamaya yonelik yasal diizenlemeye gitmistir (8). SK’ler
Tiirkiye’de ilk kez 2010 yilinda yakalanmistir. 2011 yilinda yasal diizenlemeye gidilmis ve 14’1
SK olan 19 yeni uyusturucu madde Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun
hiikkiimlerine tabi tutulmustur. Takip eden yillarda yasanin kapsami, eklenen yeni
uyusturucularla genisletilmistir. 2014 yilinda, {ilkemiz i¢in hizla yayilan bir tehdit halini alan
yeni nesil uyusturucu maddelerle daha etkin miicadele edilebilmesi adina “jenerik yasa”
hazirlama c¢alismalari baslatilmistir. Ulkemizde 2015°te yiiriirliige giren jenerik siniflandirma
ile yeni sentetik uyusturucular adlarinin yasada belirtilmesine gerek kalmaksizin sadece ana
yapilarinin ve bu ana yapiya baglanabilecek olasi fonksiyonel gruplarin yasada yer almasi ile

2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun kapsamina girmektedir (48).

AB-CHMINACA, 15.09.2014 tarihli ve 2014/6800 sayil1 Bakanlar Kurulu karar1 ile yasa

kapsamina alinan psikoaktif maddelerdendir (12).

2.2.5 Analiz yontemleri

SK igeren friinlerin tiretimi, satigi ve kullaniminda gergeklesen son yillardaki dikkat
¢eken artis, bu maddelerin piyasadaki tirlinlerde ve viicut sivilarinda hassas ve segici metotlar
kullanilarak tespitini toplum sagligiyla ilgili kaygilar nedeni ile zaruri hale getirmistir. Bu
amagla Oncelikle maddelerin kimyasal yapilarini tayin etmek i¢in niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi (NMR), LC/MS/MS, gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS), likit
kromatografisi-yiiksek ¢oziiniirliklii kiitle spektrometrisi (LC/HR-MS), kizil6tesi spektroskopi
(IR) gibi yontemler kullanilmaktadir (49-50). Bitkisel karisimlardaki maddenin tespiti igin
genis kiitiiphanesinden dolayr GC/MS veya yliksek hassasiyet ve kiitle kesinliginden dolay1

likit kromatografi/ugus zamanli kiitle spektrometrisi (LC/TOF-MS) genellikle tercih
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edilmektedir (23,49-52). SK’lerin kullanicilarin biyolojik 6rneklerinde tespiti toksikolojik ve
adli acidan ayrica 6nem arz etmektedir. Bu maddelerin yiiksek potansiyele sahip olmalari
nedeniyle viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulunuyor olmalar1, deteksiyon pencerelerini
daraltmakta ve tespitlerini giiclestirmektedir. Maddeler piyasada goriildiikleri ilk zamanlarda
metabolitleri hakkinda literatiirde bilgi olmadig1 i¢in in vitro ve in vivo galismalarinin yapilmasi
ve daha sonra belirlenen metabolitlerin referans madde olarak iiretilmesi icin belirli bir siire
gecmesi gerekmektedir (53-54). LC/MS/MS yontemi yiiksek hassasiyetinden dolay1 kanda ve
idrarda ng/mL seviyesinde bulunan SK’lerin kendilerinin ve metabolitlerinin izlenmesi i¢in
genellikle tercih edilen yontemdir. Bu amagla nadiren GC/MS kullanilmakta, LC/HR-MS ise

geriye doniik bilinmeyen madde analizine imkan verdigi i¢in tercih sebebi olabilmektedir (54).

2.3 LC/MS/MS Yontemi
Hizl analiz siiresi, yiiksek hassasiyet ve secicilik LC/MS/MS’i tercih edilen bir yontem

haline getirmistir.

Kiitle Spektrometrisi (MS) molekiilleri ayirt etme agisindan hassas ve segici bir yontem
olmasina karsin maddeleri sadece kiitle/yiikk (m/z) oranina gore tespit ettiginden ve ayn1 m/z
degerine sahip bircok madde bulunma durumdan dolayi farkli maddeler de barindiran kompleks
matrikslerde analitin MS’e gonderilmeden Once ortamdan segici olarak ayirt edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla iiretilmis olan likit kromatografi/kiitle spektrometrisi yonteminde iki
segici teknik olan likit kromatografisi ve MS birlikte kullanilir. Analiz edilecek 6rnekteki
maddeler 6nce likit kromatografi kisiminda fizikokimyasal 6zelliklerine gore yiiksek segicilikle
birbirlerinden ve matriksten ayrilirlar ve sonra MS kismina gonderilirler; burada yiiklenen
maddeler kuadrupollerdeki elektrostatik alan tarafindan sahip olduklar m/z degerlerine gére
secici bir sekilde ayrilip iyon enerjisini elektriksel enerjiye ¢eviren dedektor tarafindan tespit

edilirler (55-56).
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LC/MS/MS sisteminin ana bilesenleri:
1. HPLC/UPLC pompa sistemi,

2. Analitik kolon,

3. Iyon kaynag,

4. MS vakum sistemi,

5. Lensler,

6. Analizor,

7. Dedektor,

8. Yazilim’dan olugmaktadir.

HPLC sistemi
mobil fazlar

veri
sistemi |-

Sekil 6: LC/MS/MS blok diyagrami
(Kaynak:http://www.ecs.umass.edu/eve/background/methods
/chemical/Openlit/Chromacademy%20LCMS%20Intro.pdf)

34
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Likit kromatografi: Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC), karisim igerisinde
bulunan bilesenleri ayirmak igin sivi mobil faz kullanan enstriimental analiz yontemidir.
Analitlerin ayrimi i¢in metotta belirtilen uygun mobil faz kompozisyonunu ve basincini
saglayan HPLC/ultra performansh sivi kromatografisi (UPLC) pompa sistemi yardimi ile
istenilen mobil faz akisi1 sabit bir sekilde sisteme verilir. Maddenin, ornekleyicide enjekte
edilmesi ile beraber mobil fazda ¢oziilmesi gergeklesir. Ayrimin gergeklestigi analitik kolon,
ayrilmasi istenilen maddelerin cinsine gore se¢ilip kullanilan farkli polariteler ve farkli mikron
boyutlarinda partikiil bulundurabilen kati dolgu maddelerinden olusan silindirik metalik
cubuklardir. Ornekler fizikokimyasal 6zeliklerine gére kolonun igerisinde bulunan dolgu
maddeleri ile etkilesime girerler. Bu etkilesimin kuvvetli olmasi maddenin sabit faz olan
kolonda daha uzun siire tutunmasi ile sonuglanir. Fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan
kolonun dolgu maddesi ile etkilesimi az olan maddeler yiiksek basingli mobil fazin da yardimi
ile kolonu cabuk terk etmekte ve boylece HPLC sistemlerinde maddelerin fizikokimyasal

ozelliklerine gore ayrimi gerceklesebilmektedir.

LC/MS/MS sistemlerinde maddeler fizikokimyasal 6zelliklerine gore kolondan farkli

alikonma zamanlarinda ¢ikarlar ve iyonizasyonun gerceklesecegi iyon kaynagina giderler.

Kiitle spektrometrisi: Maddelerin elektrostatik alanda yonlendirilebilmesi i¢in gaz
fazinda bulunmalar1 ve yiiklii olmalar1 gerekmektedir Maddenin MS’e uygun olmasi igin likit
kromatografiden ¢ikan solventte ¢oziilmiis kat1 fazdaki maddeler ve solvent MS’e gelmeden
once buharlastirilir. Kiitle sistemine girmeden 6nce maddeler iyon kaynagina gonderilir, burada

gaz fazina getirilen maddeler kimyasal yapilarina gore + veya — olacak sekilde iyonlasir.

Iyon kaynag kiite dedektdriine gonderilen 6rnek bilesenlerinin buharlasmasini ve iyon formuna

gecmesini saglar. En ¢ok kullanilan iyon kaynaklari elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve
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atmosferik basing kimyasal iyonizasyondur (APCI). APCI polaritesi diisiik olan ve sicaklik ile

bozulmayan maddelerin tespitinde tercih edilmektedir.

ESI atmosferik basingta gergeklesir. Kolondan farkli alikonma zamanlarina gore farkli
zamanlarda ¢ikan maddeler paslanmaz celikten kapiler bir igne vasitasiyla ESI kaynagina
girerler (Sekil 7). Kapiler igne ile onun etrafini saran elektrodun arasinda 3-5kV gibi yiiksek
potansiyel fark olusturulur ve bunun sonucunda sivi haldeki maddenin bu yiiksek voltajdaki
igneden ge¢mesi yiikklenmis analitleri de i¢eren sprey damlaciklar1 olusturur. Elektrodun iki
yaninda bulunan yiiksek sicaklik veren isiticlar ve kurutucu azot gazi varligi ¢oziiciilerin
buharlagsmasini saglar. Coziiciilerin ugmasi sonucu spreyden ¢ikan damlaciklar kiigiiliir ve
kiigtildiikge yiik orani artan damlaciklar yiizey geriliminin yiikii daha fazla kaldiramayacagi
“rayleigh limiti”ne kadar kiiclilmeye devam ederler. Bu noktadan sonra ise damlaciklarin
pargalanip kiiclilmesi ile sonuglanan “coulomb patlamasi” yasanir. Bu proses olusan kiigiik
damlaciklar ile solventin tamamen u¢masi ve sonucunda sadece yuklil analitin kalmas1 durumu

gergeklesene kadar devam eder (Sekil 8).

iyonlar

nebulizator gaz

\l U l isttilmis kurutucu

Nitrojen gazi

eluent spreyi

dielektrik kapiler girisi

Sekil 7: ESI iyon kaynagi ile olusan iyonlarin kapilere girisi

(Kaynak: https://www.parti clesciences.com/news/technical-briefs/2009/mass-
spectrometry-bioanalysis.html)
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Iyon haline gelen maddelerin kuadrupoller icerisinde atmosfer bilesenleri ile
carpismadan serbest¢ce bir yol izleyebilmeleri i¢in kiitle analizorlerinin yiliksek vakum
ortaminda ¢alismasi gerekmektedir. Vakum ortamini saglamak i¢in bir adet kaba vakum

pompasi ve iki adet cihaza entegre turbo molekiiler vakum pompasi bulunmaktadir.

analit molekili cozictlerin
i buharlasmasi Coulomb patlamasi yikli analitler
nozzle spreyi + i
++ g +®+
+ N + + 1 —
ome): {@r —°* 7
o' 2 —— .
4+ + ® +
et +®+ T —
I R
yukla ana damlacik
yukla yavru
damlaciklar

Rayleigh limitinde
Ukl pargacik
Taylor konisi ¥ pare

glg kaynag
+ve -ve

Sekil 8: ESI iyon kaynaginda iyonlarin olusturulmasi

(Kaynak:https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-
electrospray-ionization-process_fig31 225050758)
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Sekil 9: LC/MS/MS sisteminde qudrupollerin dizilimi

(Kaynak:https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/K3335-90206_QQQ _
Concepts. pdf)


https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/K3335-90206_QQQ_%20Concepts.%20pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/K3335-90206_QQQ_%20Concepts.%20pdf
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Iyon haline gelen 6rnekler odaklanmay1 saglayan lenslerin yardimi ile kiitle analizorii
boliimiine alimmaktadir. Kiitle analizorleri, gaz fazindaki iyonlarin m/z oranma gore ayirt
edilmesini saglarlar. Iyon kaynaginda solventten ayrilan analit iyonlar1 elektrostatik alan
tarafindan MS’e dogru ¢ekilirler. Iyonlar orifis’ten girdikten sonra radyo frekans uygulanarak
odaklanmanin saglandigi iyon yolundan gegerek Q1’e ulasirlar. Q1’de segilen ana iyonlar
fragmentlerine ayrilmak tiizere par¢alanma hiicresi olan Q2’ye ulasir. Q2’de uygulanan
belirlenen pargalanma enerjisi ve azot veya argon gibi inert parcalama gazi ile parcalanan

iyonlar yavru iyonlarin filtrelenmesinin gergeklestigi Q3’e dogru gonderilirler (Sekil 9).

Kuadrupoller 4 adet silindirik metal ¢ubuktan olusurlar. Bu ¢ubuklarin karsilikli olanlari
birbirlerine elektriksel olarak bagli bulunmaktadirlar. Bir ¢ift elektroda pozitif dogru akim (DC)
uygulanirken diger ¢ifte negatif DC uygulanmaktadir. Bu elektrodlarin hepsine ayn1 zamanda
stirekli degisen radyofrekansli (RF) alternatif akim potansiyeli uygulanir. Kuadrupol sistemine
giren iyon ile kuadrupol gubuklari arasinda meydana gelen elektriksel etkilesim sonucunda iyon
kendisine en yakin zit yiiklii cubuga dogru yonelir. RF voltajinin, karsilikli ¢ubuklar ayni
polaritede kalacak sekilde ¢ubuk ¢iftlerinin polaritesini siirekli olarak degistirmesi iyonun her
seferinde kendisine gore zit yiiklii en yakin ¢gubuga yonelmesini ve boylece olusan potansiyel
farkin da varliginda iyonlarin quadrupoller arasinda helezonik bir hareketle ilerlemesi
gergeklestirir. Her bir RF/DC potansiyelinde yalnizca belirli bir m/z oranina sahip iyon

kuadrupolde kararl bir yol izleyip ilerleyebilir.

Ayrilmis olan molekiiller, 1yon enerjilerini elektriksel sinyale ¢eviren detektdre dogru
giderler. LC/MS/MS sistemlerinde genellikle elektron ¢ogaltc1 dedektorler kullanilmaktadir
(electromultiplier). Son olarak, yazilim sayesinde detektdrden gelen analog sinyallerin dijital

sinyallere doniistiiriilmesi ile veriler elde edilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Tez galismasi, Adli Tip Kurumu Baskanligi Kimya Ihtisas Dairesi Enstriimental Analiz

ve Arastirma Laboratuvarinda yapilmustir. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Dekanligi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca etik agidan uygun oluguna iliskin 09/11/2017

tarih ve 421500 sayil1 karar ektedir.

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Aletler ve Diger Geregler

Kiitle (MS/MS) Sistemi:

Likit (LC) Sistem:

Analitik Kolon:

Yazilim:

Azot Jeneratorii:

Hassas Terazi:

Mikro Pipetler:

Vorteks:

Santrifiij:

Derin Dondurucu:

Buzdolabi:

SPE Manifoldu:

Azot Evaporatorii:

Ultrasonik Banyo:

SPE Kartusu:

Agilent 6460 Jetstream Triple Quadrupole MS

Agilent Infinity 1290 UHPLC

Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4.6x150 mm, 2.7 p)

Mass Hunter- Versiyon B.07.00

Peak-Scientific

Mettler Toledo

Eppendorf

VWR

Hettich Rotina 380R

Ugur

Samsung

Biotage Pressure* 48

Teknosem

Wise Clean

OASIS HLB 3cc (60 mg)
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Cam ve plastik deney tiipleri
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3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1 Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Ultra Saf Su:

Metanol:

Asetonitril (ACN):

Etil Asetat (EtACc):

2-Propanol (IPA):

Amonyum Asetat:

Formik Asit:

AB-CHMINACA standarti:

AB-CHMINACA-M1A standartt:

AB-CHMINACA-M2 standart:

AB-PINACA-d9 (IS):

3.2.2 Cozeltiler

I¢ Standart (IS) ¢ozeltileri:

Merck

Merck

Merck

Panreac

VWR

Biosolve

Chem-Lab

Cayman

Cayman

Cayman

Cayman

Stok IS (10 pg/mL) ¢ozeltisi: 500 pug AB-PINACA-d9 50 mL metanolde ¢oziilmiistiir.

Ara Stok IS (500 ng/mL) c¢ozeltisi: Stok i¢ standart ¢ozeltisinden 1 mL alinip metanol

ile 20 mL’ye tamamlanmuistir.

AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve

cozeltileri:

AB-CHMINACA-M2

standart
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Ana stok ¢ozeltisi (100 ug/mL): 1 mg standart AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-
M1A ve AB-CHMINACA-M2 10 mL metanolde ¢oziilmiistiir.

Ara stok cozeltisi (1 pg/mL): Ana ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 100 mL’ye
tamamlanmustir.

Kan ve idrar katim 6rneklerinin hazirlanmasi i¢in:

Kan katim oOrneklerine eklenecek 3; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmistir:

Idrar katim 6rneklerine eklenecek 1.5; 5; 10: 25: 50; 100: 250 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmistir:

250 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 2.5 mL alinip metanol ile 10 mL’ye
tamamlanmustir.

100 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok c¢ozeltiden 2 mL alinip metanol ile 20 mL’ye
tamamlanmustir.

50 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamlanmustir.

25 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.5 mL alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamlanmustir.

10 ng/mL standart ¢6zelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.2 mL alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamlanmustir.

5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.5 mL alinip metanol ile 10mL’ye
tamamlanmustir.

3 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.3 mL alinip metanol ile 10 mL’ye
tamamlanmustir.

1.5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.15 mL alinip metanol ile 10

mL’ye tamamlanmustir.
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Tiim standart ¢ozeltiler kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza
edilmistir.

Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozeltiler:

% 5’lik metanol suda (v/v) ¢ozeltisi: Yiiksek saflikta metanolden 5 ml alinarak LC/MS
analizine uygun saflikta saf su ile 100 ml’ye tamamlanmastir.

IPA:ACN:EtAc (2:2:6) ¢ozeltisi: LC/MS analizine uygun safliktaki 20 mL IPA, 20 mL
ACN ve 60 mL EtAc son hacmi 100 mL olacak sekilde hazirlanmustir.

Cozeltiler 6rneklerin ¢alisildigi giin taze olarak hazirlanmastir.

Mobil Fazlar:

1 M Amonyum asetat ¢ozeltisi: LC/MS analizine uygun saflikta amonyum asetattan

7.71 gr tartilarak su ile 100 mL’ye tamamlanmastir.

Mobil Faz A: 1 M amonyum asetat ¢ozeltisinden 5 mL, 98-100% saflikta formik asitten

2.5 mL ve yiiksek safliktaki metanolden 125 mL alinarak saf su ile 2500 mL’ye tamamlanmugtir.
Mobil Faz B: LC/MS analizine uygun saflikta metanol

Mobil fazlar her analizden 6nce taze hazirlanmis, 10 dk ultrasonik banyoda bekletilerek

degaze edilmis ve kullanilmistir.

3.3 Biyolojik Ornekler

Kizilay Kan Merkezinden bagislanan tam kan 6rnekleri sodyum floriirlii tiiplere alinip
analiz giiniine dek +4 °C’de muhafaza edilmistir. Idrar drnekleri uyusturucu kullanim siiphesi
olmayan goniilliilerden alinmis ve analize dek +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.4 Kan ve idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler; Adli Tip Kurumu Kimya Ihtisas Dairesi Enstriimental Analiz ve Arastirma
Laboratuvari tarafindan SK’lerin analizi i¢in kullanilmakta olan numune hazirlama metodunun

modifikasyonu ile olusturulmus, kati-faz ektraksiyonuna (SPE) dayanan bir yontem ile
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hazirlanmistir.  Uyusturucu madde i¢ermedigi bilinen katim yapilacak kan ve idrar
orneklerinden 800 uL alinarak tizerine 100 uL IS (500 ng/mL) ile 100 pL istenen
konsantrasyonda standart ¢ozelti karisimi eklenmistir. Hazirlanan 1 mL’lik karigim tizerine 3
mL saf su eklenerek calisilacak drnegin hacmi 4 mL’ye tamamlanmstir. Ornek, vorteks ile 1
dakika karistirildiktan sonra 10 dakika siire ile 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Oasis HLB
kartusu sirastyla 1 mL IPA:ACN:EtAc (2:2:6) ¢ozeltisi, 1| mL metanol ve 1 mL saf su ile
sartlandirilmis ardindan 6rnek kartusa yiiklenmis ve yaklasik 2 mL/dk hiz ile Kartustan
gecirilmistir. Numune yiiklenmesinin ardindan 4 mL %5 metanol/su karisimi ile yikanan kartus
20 dakika siire ile azot altinda kurutmaya birakilmistir. Analitlerin eliisyonu i¢in 6nce 1.5 mL
IPA:ACN:EtAc (2:2:6) karisimi daha sonra ise 1.5 mL metanol kartustan gegirilmistir. Azot
gazi ile tamamen kuruyana kadar ugurulan eluat 500 uL %20°lik metanol/su karigiminda
¢oziilerek LC/MS/MS cihazinda ¢alisiimistir

Kor olarak kullanilacak idrar ve kan 6rneklerinden 900 pL alinarak tizerine 100 pL IS
eklenmistir. Hazirlanan 1 mL 6rnek iizerine 3 mL saf su eklenmis ve drnek vorteks yardimi ile
1 dakika karistirilmistir. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiije tabi tutulduktan sonra yukarida
anlatildig1 gibi uygulanan SPE metodu ile 6rnekler analize hazir hale gelmistir. Sekill0’da

orneklerin hazirlanma basamaklar1 6zetlenmistir.
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Kan/Idrar
- ugurma+
Ornegl 2620 MeOH/H20'da
¢hzme
100 ul G
< | I T L PAACN A (2726
2 M H H iC H.H
500 ng/mL] 1.5 mL MeOH i
A
3 mL [Anakit |
(: I Istenmeven
saf su + Bilesenler
4
Ornek Uygulama
10 dk 4000 rpm 1 mL IPAfACN/EtACc, i
1 dk Vorteks | "de santrifij | 1 mL MeOH, Yikamna: 4 ml % 5 Meoh{5uda) =
1 mL Saf Su *
Kurutma
SARTLANDIRMA

Sekil 10: Kan/idrar 6rneklerinin SPE basamaklari

3.5 LC/MS/MS Sistemi Calisma Sartlar:

3.5.1 Likit sistem ozellikleri

Akis hizi:

Basing tist limiti:

Enjeksiyon hacmi:

Analiz suresi:

Kolon firin1 sicakligi:

Mobil faz A:

Mobil Faz B:

0.6 mL/dk

600 bar

10 uL

16 dk

40 °C

2 mM Amonyum asetat, % 0.1 Formik asit, 5 % Metanol (suda)

100 % Metanol
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Tablo I’de UPLC zamana bagl akis diyagrami verilmistir.
Tablo I. LC/MS/MS likit sistemi akig 6zellikleri
Zaman (dk) Mobil faz A Mobil faz B Akis (mL/dKk) Max basing
(%) (%) limiti (bar)
0.0 90 10 0.6 600
0.3 90 10 0.6 600
3.0 20 80 0.6 600
7.0 5 95 0.6 600
9.0 5 95 0.6 600
9.1 90 10 0.6 600

3.5.2 MS sistemi ozellikleri

Gaz:

Iyon kaynagi:

Kurutucu gaz sicakligt:

Kurutucu gaz akas:

Nebulizator basinci:

Kapiler voltaji:

Iyon sprey voltaji:

Sheath gaz sicaklig:

Sheath gaz akisi:

Azot

AJS ESI

300 °C

10 L/dk

15 psi

3000 V

1500 V

250 °C

7 L/dk
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MS 1 sicakligt:

MS 2 sicakligi:

Tarama modu:

100 °C

100 °C

Dinamik MRM (Coklu Reaksiyon Goriintiileme)
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AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2 ve i¢ standart olarak

kullanilan AB-PINACA-d9 maddelerinin inflizyonu sonucu elde edilen prekiirsér iyon,

fragmentor voltaji, par¢alanma enerjisi (CE), olusan fragmentler ve maddelerin alikonma

zamanalar1 Tablo II’de gosterilmistir.

Tablo I1. AB-CHMINACA ve metabolitleri ile AB-PINACA-d9’a ait MS/MS degerleri ve

alikonma zamanlari

Kimyasal Molekiiler | Prekiirsor | Fragment* | CE | Fragmentor | Ahkonma
isim kiitle iyon (Volt) voltaj zamani
(g/mol) (m/z) (dk)

AB- 356.3 357.3 312.2 10 120 8.1
CHMINACA 241.1 25

AB- 372.2 373.2 328.1 12 90 6
CHMINACA 257.1 24

-M1A

AB- 357.2 358.2 312.1 12 121 8.5
CHMINACA 241.1 20

-M2

AB- 339.3 340.3 295.2 10 112 7.4
PINACA-d9 224.2 20

*Kantitasyon igin alt1 ¢izili fragmentler kullanilmistir.
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3.6 Validasyon Calismalari

AB-CHMINACA ve metabolitlerinin (AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2)
kan ve idrar oreklerinde kantitatif tayini amacli ¢alisilan metodun validasyonu SWGTOX
(Toksikoloji Bilimsel Calisma Grubu) ve diger uluslararasi validasyon rehberlerine uygun
olarak yapilmistir (57-59). Validasyon kapsaminda segicilik, dogrusallik ve kalibrasyon egrisi,
teshis smir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ), geri kazanim, kesinlik ve kararlilik ¢alismalari

validasyon parametreleri olarak belirlenmistir.

3.6.1 Secicilik calismalar

Matriksten gelebilecek olasi girisimleri gozlemlemek adina segicilik calismasi
yapilmigtir. Bu amagla analit igermedigi bilinen farkli kaynaklardan elde edilmis kor kan ve
idrar 6rnekleri 10’ar (n>6) kez ¢alisiimistir. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve AB-
CHMINACA-M2 igin belirlenen alikonma zamaninda matriks veya ¢oziicii kaynakli girisim

olup olmadig1 incelenmistir.

3.6.2 Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi
Metodun kantitatif olarak dogru sonug verdigi konsantrasyon araliginin belirlenmesi

amaciyla dogrusal aralik belirlenmistir.

Dogrusallik ¢aligsmasi i¢in analiti ve kullanilan i¢ standarti igermedigi bilinen bos kan
ve idrar orneklerine standart ¢ozeltilerden 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 25 ng/mL konsantrasyonlar
saglanacak sekilde ilave edilerek Boliim 3.4’te anlatildig: gibi 6rnekler hazirlanip ¢aligiimustir.
Her bir konsantrasyon i¢in birbirinden bagimsiz 6 (n>5) kan ve idrar 6rnegi hazirlanmis ve
ekstraksiyonu yapilmistir. Konsantrasyonlar ile konsantrasyonlara karsilik gelen analit pik alan1
ve IS pik alani iliskisi kullanilarak dogrusal bir grafik ¢izilmis ve kalibrasyon egrisine ait “linear

regresyon formiilii” ve “korelasyon katsayis1” yazilim tarafindan otomatik olarak verilmistir.
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Validasyon rehberine gore (r?) >0,99 metodun ¢alisilan linear aralik i¢in dogrusal oldugunu

gostermektedir.

3.6.3 Teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)
LOD; analit sinyalinin giiriiltiden giivenilir bir bicimde ayirt edilebildigi en disiik
konsantrasyonu ifade etmektedir. Bu konsantrasyon belirlenirken sinyalin giiriiltilye oraninin

en az lige denk geldigi konsantrasyon olarak belirlenmesi beklenir.

LOQ ise kalibrasyon egrisinin en alt noktasina tekabiil ediyor olup analit miktarinin belli
kesinlik ve dogrulukta giivenilir olarak verilebilecegi en diisiik konsantrasyon olarak

tanimlanabilir.

LOD ve LOQ degerini belirleyebilmek i¢in 10’ar adet kor kan ve idrar 6rnegi galisiimis

ve agagidaki formiiller kullanilarak hesaplama yapilmustir.
LOD= Xbl + 3 Shl

LOQ= Xbl + 10 Shl

Xbl = Analitsiz 6l¢timlerinin ortalamasi

Sbl = Analitsiz 6l¢iimlerinin standart sapmast

3.6.4 Geri kazanim

Validasyon calismasinda, geri kazanim ve matriks etkisi degerlerinin hesaplanmalari
Matuszewski ve ark.’nin yontemine uygun olarak yapilmistir (60). Bu kapsamda; diistik (0.5
ng/mL) ve yiiksek (25 ng/mL) konsantrasyonlarda AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A
ve AB-CHMINACA-M2 standart g¢ozeltileri ile yapilan Slgtimler (A), kor kan ve idrar
orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi eluata 0.5 ng/mL ve 25 ng/mL konsantrasyonlarinda AB-
CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2 standartlarinin eklenmesiyle

olusan c¢ozeltilerde yapilan ol¢limler (B) ve son olarak ekstraksiyon islemi basinda son
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konsantrasyonlar 0.5 ng/mL ve 25 ng/mL olacak sekilde katim yapilarak hazirlanan kan ve idrar
ornekleriyle yapilan ekstraksiyon islemi sonrasi eluatta yapilan Olgiimler (C)
degerlendirilmistir. Bu c¢alismalar kan ve idrar 6rneklerinde 6 bagimsiz tekrarla yapilmstir.

Geri kazanim ve matriks etkisi asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir.

Matriks Etkisi (%) = B/A x 100

Geri Kazanim (%) = C/B x100

3.6.5 Kesinlik

Kesinlik parametresi ¢aligmalart giin ici (tekrarlanabilirlik) ve giinler arasi (yeniden
tiretilebilirlik) olmak tizere diisiik, orta ve yiiksek ti¢ farkli konsantrasyonda (0.5 ng/mL, 10
ng/mL, 25 ng/mL) katim yapilmis Ornekler ile ve her konsantrasyondan alt1 tekrar olacak

sekilde yapilmistir.

3.6.6 Kararhhk

Calisma kapsaminda ekstrakte edilmis 6rneklerin igerisinde bulunan AB-CHMINACA,
AB-CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2 maddelerinin oto drnekleyicideki kararlilig
izlenmistir. Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda (0.5 ng/mL, 25 ng/mL) hazirlanan kan ve
idrar ornekleri ekstrakte edilmis ve elde edilen eluatlar homojen olacak sekilde farkli viallere
boliiniip oto ornekleyiciye konulmustur. 6 saatlik periyotlar halinde toplamda 24 saat boyunca
3 tekrarli olacak sekilde ¢alisilan 6rneklerin ilk enjeksiyonu ile daha sonra gerceklestirilenlerin

alan degerleri karsilastirilip degisim olctilmiistiir.

3.7 Istatiksel Analiz
Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 (2011, Amerika Birlesik Devletleri) paket

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Metot Validasyonu

4.1.1 Segicilik

Bolim 3.4 ve 3.6.1’¢ uygun sekilde calisilan kor kan ve idrar Orneklerinin
kromatogramlarinda; AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2
maddeleri i¢in belirlenen alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim tespit edilmemistir. Sekil
11°de kor kan 6rnegine ait total iyon kromatogrami, Sekil 12°de kor idrar 6rnegine ait total iyon
kromatogrami verilmistir. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2
ve AB-PINACA-d9 maddeleri i¢in belirlenen alikonma zamanlarindaki MRM kromatogramlari
kor kan 6rnegi i¢in Sekil 13’te kor idrar 6rnegi icin ise Sekil 14’te gosterilmistir.

x102 |+ESITIC MRM (™ -» =) BLK-KAN-6.d
2}

254
2

14

58 & 62 64 66 63 7 72 74 76 78 8 82 B84 36
Counts vs. Acguisition Time (min)
Sekil 11: Kor kan numunesi total iyon kromatogrami-TIC
x102 +ESI TIC MRM (= -> =) BLK-IDR-5.d
25"
24
154
‘|_
0.5
58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86

Counts vs. Acguisition Time (min)

Sekil 12: Kor idrar numunesi total iyon kromatogrami-TIC
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a %102 Cpd 3: AB Chminaca: +ESI MRM Frag=120.0v CID@10.0 (357.3000 -> 312.2000) BLK-KAN-6.4
14

124
14
0.8

0.6

——

0.4

7¢ 78 79 78 & 805 81 815 82 8%
Counts vs. Acquisition Time (min)

o |
e
£n

b x102 |Cpd 1: ab-chiminaca m 1: +ESI MRM Frag=112.0v CID@12.0 (3732000 -» 328.1000) BLK-KAN-E.d
1444 -

0.8

0.6

\_/w_\_/\_____m_ﬁ—ﬂ

57 575 58 585 53 595 & 605 &1 615 62 625
Counts vs. Acquisition Time (min)

0.4

x102 Cpd 4 ab-chiminaca m 2: +ESI MBM Frag=121.0v CID@12.0 (358.2000 -> 312.1000) BLK-KAN-6.d
2.5+

2
1.54

14

0.54

82 825 83 83 84 gA5 85 855 86 BE5 87 875
Counts vs. Acquisition Time (min)

d x102 Cpd 2: ABPINACA d9: <ES| MRM Frag=30.0v CID&10.0 (2£40.2000 -= 295.2000) BLK-KAM-5.4
1.3+
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ve d) AB-PINACA-d9 maddelerinin kor idrar numunesinde alikonma
zamanlarindaki MRM kromatogrami
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Sekil 15’te konsantrasyonu 25 ng/mL olacak sekilde katim yapilmis kan Ornegine ait
total iyon kromatogrami (a) ve bu kan 6rneginde bulunan AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-
M1A, AB-CHMINACA-M2 ve AB-PINACA-d9 maddelerinin belirlenen alikonma
zamanlarindaki MRM kromatogramlar1 (b) verilmistir. Sekil 16’da ise konsantrasyonu 25
ng/mL olacak sekilde katim yapilmis idrar Grnegine ait total iyon kromatogrami (a) ve bu idrar
orneginde bulunan AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2 ve AB-

PINACA-d9 maddelerinin belirlenen alikonma zamanlarindaki MRM kromatogramlari (b)

verilmistir.

x107 |+ESITIC MRM (™ -> =) 26 ppb-KAN-6.d
184
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1.24
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Counts vs. Acquisibon Time (min)
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Sekil 15: a) 25 ng/mL standart ¢ozeltisi ile katim yapilmis kan Ornegi total iyon
kromatogrami b) 25 ng/mL standart ¢ozeltisi ile katim yapilmis kan Orneginde i. AB-
CHMINACA, ii. AB-CHMINACA-M2, iii. AB-CHMINACA-M1A ve iv. AB-PINACA-
d9 maddelerinin belirlenen alikonma zamanlarindaki MRM kromatogramlari
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Sekil 16: a) 25 ng/mL standart ¢zeltisi ile katim yapilmis idrar 6rnegi total iyon kromatogrami
b) 25 ng/mL standart ¢ozeltisi ile katim yapilmig idrar 6rneginde i. AB-CHMINACA, ii. AB-
CHMINACA-M1A, iii. AB-CHMINACA-M2 ve iv. AB-PINACA-d9 maddelerinin belirlenen
alikonma zamanlarindaki MRM kromatogramlari

4.1.2 Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi

Konsantrasyonlart 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 25 ng/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler ile
katim yapilarak hazirlanan kan ve idrar Ornekleri bolim 3.4 ve 3.6.2°de belirtildigi gibi
calisilmistir. 6 konsantrasyonun her biri 6 tekrarli olacak sekilde toplamda 36 bagimsiz 6rnek
caligmas1 yapilmistir. Metodun dogrusalligin1 hesaplamak igin analit konsantrasyonu/IS
konsantrasyonu ve analit alani/IS alanmi arasindaki bagitinin grafigi cizilmistir. Sekil 17, 18,
19, 20, 21 ve 22’de sirastyla AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2

maddeleri igin kan ve idrar 6rneklerine ait kalibrasyon egrileri goriilmektedir.
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AB Chminaca - 6 Levels, 6 Levels Used, 36 Points, 36 Points Used, 0 QCs
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Sekil 17: AB-CHMINACA kan kalibrasyon egrisi

gb-chiminaca m 1 - 6 Levels, & Levels Used, 36 Points, 36 Points Used, 0 QCs
B o102 v = 0286007 * x - 6.175402E-004
o R*2 = 0.99796002
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Sekil 18: AB-CHMINACA-M1A kan kalibrasyon egrisi
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gb-chiminaca m 2 - 6 Levels, & Levels Used, 36 Points, 36 Points Used, 0 QCs
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Sekil 19: AB-CHMINACA-M2 kan kalibrasyon egrisi

AB Chminaca - & Levels, 6 Levels Used, 36 Paoints, 36 Points Used, 0 QCs
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Sekil 20: AB-CHMINACA idrar kalibrasyon egrisi

56



AB-CHMINACA'nin kanda ve idrarda tayini 57

gb-chiminaca m 1 - & Levels, & Levels Used, 36 Points, 36 Points Used, 0 QCs
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Sekil 21: AB-CHMINACA-M1A idrar kalibrasyon egrisi

ab-chiminaca m 2 - & Levels, & Levels Used, 36 Points, 36 Points Used, 0 QCs
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Sekil 22: AB-CHMINACA-M2 kan kalibrasyon egrisi

Linearite ¢alismasi sonucunda elde edilmis olan AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-
M1A ve AB-CHMINACA-M2 maddelerine ait kalibrasyon egrisi denklemi, dogrusal aralik ve

korelasyon katsayis1 Tablo III’te verilmistir.
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Tablo Ill. Linearite calismasi sonucunda elde edilmis olan AB-CHMINACA, AB-
CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2 maddelerine ait kalibrasyon egrisi denklemi,

dogrusal aralik ve korelasyon katsayisi

Madde Dogrusal Denklem Korelasyon
Arahk Katsayisi
(r’)
KAN AB-CHMINACA 0.5-25 ng/mL y=0.3924x-0.0010 0.996

AB-CHMINACA-M1A | 0.5-25ng/mL y=0.2860x%-0.0006 0.998

AB-CHMINACA-M2 0.5-25 ng/mL y=0.5097x%-0.0008 0.997

IDRAR AB-CHMINACA 0.5-25 ng/mL y=0.6046+0.0005 0.991
AB-CHMINACA-M1A | 0.5-25ng/mL y=0.1160-0.0002 0.998
AB-CHMINACA-M2 0.5-25 ng/mL y=0.3788+0.0002 0.991

4.1.3 Teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)

LOD ve LOQ degerleri; S/N oraninin en az 3 oldugu konsantrasyonlar dikkate alinarak
boliim 3.4 ve 3.6.3’te belirtildigi gibi hazirlanan kan ve idrar 6rnekleri ¢alisilarak bulunmustur.
Kan ornekleri i¢in 0.3 ng/mL, idrar 6rnekleri i¢in ise 0.15 ng/mL konsantrasyonunda hazirlanan
orneklerin ¢alisilmasi sonucu (n=10) belirlenen AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve

AB-CHMINACA-M?2 maddelerinin LOD ve LOQ degerleri Tablo IV’te verilmistir.
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Tablo 1V. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2 maddelerinin

kan ve idrarda LOD ve LOQ degerleri

Madde Kan Idrar
LOD LOQ LOD LOQ
AB-CHMINACA 0.39 0.42 0.22 0.42
AB-CHMINACA-M1A 0.37 0.45 0.30 0.49
AB-CHMINACA-M2 0.34 0.49 0.23 0.44

Sekil 23’te 0.3 ng/mL standart katimi yapilmis kan orneklerinde analitlerin S/N oranlari

gosterilmistir.
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Counts vs. Acquisition Time (min)
Sekil 23: 0.3 ng/mL katim yapilmis kan orneginde a)AB-CHMINACA, b) AB-
CHMINACA-M1A, c) AB-CHMINACA-M2 maddelerinin S/N degerleri
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Sekil 24: 0.15 ng/mL katim yapilmig idrar 6rneginde a)AB-CHMINACA, b) AB-

CHMINACA-M1A, c) AB-CHMINACA-M2 maddelerinin S/N degerleri

4.1.4 Geri kazamim
Diisiik ve yliksek konsantrasyonlar (0.5 ng/mL-25 ng/mL) kullanilarak boliim 3.4 ve
3.6.4’te bahsedildigi sekilde hazirlanan (n=6) kan ve idrar Orneklerindeki analitlerin geri

kazanim ve matriks etkisi degerleri Tablo V ve VI’da verilmistir.
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Tablo V. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2 maddelerine ait

kan 6rneklerindeki analitlerin geri kazanim ve matriks etkisi degerleri

Kan Konsantrasyon AB- AB- AB-
(ng/mL) CHMINACA | CHMINACA- CHMINACA-
M1A M2
Geri kazanim 0.5 92.8 88.5 76.1
(%) 25 91.8 915 82.8
Matriks etkisi 0.5 84.9 123.4 110.5
(%) 25 81.7 108.0 109.7

Tablo VI. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2 maddelerine ait

idrar 6rneklerindeki analitlerin geri kazanim ve matriks etkisi degerleri

Idrar Konsantrasyon AB- AB- AB-
(ng/mL) CHMINACA | CHMINACA- CHMINACA-
M1A M2
Geri kazanim 0.5 79.2 85.6 123.8
(%) 25 79.4 97.3 114.9
Matriks etkisi 0.5 7.7 103.2 88.4
(%) 25 98.3 121.8 103.1
4.1.5 Kesinlik

Boliim 3.4 ve 3.6.5’e uygun olarak hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyondaki

(0.5 ng/mL- 10 ng/mL- 25 ng/mL) kan ve idrar 6rnekleri ile giin igi ve giinler aras1 kesinlik
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calismalar1 yapilmistir. Tablo VII’de kan igin yapilan kesinlik ¢alismasi sonuglari, Tablo

VIII’de ise idrar i¢in yapilan kesinlik ¢calismasi sonuglar1 verilmistir.

Tablo VII. AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve AB-CHMINACA-M2 maddelerinin

kan ve idrarda giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri-n=6

Kan (RSD) IDRAR (RSD)
Madde 0.5 10 25 0.5 10 25
ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL
AB-CHMINACA 0.9 1.4 11 8.0 8.0 5.2
AB-CHMINACA-M1A 2.1 1.4 1.9 4.3 5.7 1.9
AB-CHMINACA-M2 4.2 2.6 3.4 9.5 6.4 4.6

Tablo VIII.

AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A

ve AB-CHMINACA-M2

maddelerinin kan ve idrarda giinler arasi1 tekrarlanabilirlik degerleri-n=6

Kan (RSD) IDRAR (RSD)
Madde 0.5 10 25 0.5 10 25
ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL
AB-CHMINACA 2.7 2.3 2 11.5 8.3 6.4
AB-CHMINACA-M1A 3.1 2.8 2.1 6.9 5.8 3.7
AB-CHMINACA-M2 8.5 3.9 6.6 7.5 94 7.2
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4.1.6 Kararhhk

Kararlilik calismasi kapsaminda oto 6rnekleyicide bekleyen proses edilmis 6rneklerdeki
analitlerin zamana bagli alan degisimi 24 saatlik zaman dilimi i¢in izlenmistir. Diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda (0.5 ng/mL-25 ng/mL) hazirlanan kan ve idrar 6rnekleri bolim 3.4 ve
3.6.6’ya uygun olarak c¢alistlmistir. Orneklerin izlenen zaman araligi igerisinde alan

degerlerinde anlamli bir degisiklik (> % 10) gdzlenmemistir.
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5. TARTISMA
Uyusturucu madde kullanimi; beden ve ruh sagligini bozmakla beraber sosyal, adli,
ekonomik ve toksikolojik sorunlara yol agan ¢ok boyutlu toplumsal bir problemdir. Son yillarda
rutin uyusturucu testlerinde taranan klasik uyusturucularin disinda kalan yeni uyusturucu

maddelerin kullanilmasi, madde suistimali sorununu daha ciddi boyutlara tagimistir.

Yeni nesil psikoaktif maddelerin alt grubunda yer alan SK’ler, madde cesitliligi ve
yiiksek kullanim oranlari ile bu grubun énemli bir bliimiinii olusturmaktadir. SK’ler ilk olarak
bilim insanlar1 tarafindan endokannabinoid sistemi arastirma ve yeni ilaglar gelistirme
caligmalarinda kullanilmak {izere iiretilen kannabinoid reseptor agonistleridir. Bilimsel amagla
iretilen ilk SK’den yaklasik 40 yil kadar sonra Cin kaynakli oldugu diisiiniilen merdivenalti
laboratuvarlar tarafindan esrarin temel psikoaktif bileseni olan THC’nin etkilerini taklit

etmeleri dolayisi ile SK’lerin uyusturucu madde olarak iiretimine ve satigina baglanmistir (8).

Genellikle, toz halinde bulunan saf maddenin uygun coziiciilerde ¢oziillip cesitli
bitkilerin {iizerine spreylenmesi ve kurutulduktan sonra “Bonzai”, “Spice”, “K2” gibi
markalarin adi altinda paketlenmesi seklinde satisi gergeklestirilmektedir. Bu paketlerin
iizerinde “insan kullanimi i¢in degildir.”, “bitkisel karisim” gibi dikkat ¢cekmemek amacli
yazilmis ifadelerin bulunmasi ve igeriklerinin gizlenmesi SK’lerin illegal piyasada yerini aldig
bilinen ilk yil olan 2004 yili civarinda yasal otoriteleri yaniltmis ve bu durum maddelerin
uyusturucu pazarinda denetime takilmadan varligini gostermesi ile sonuglanmistir. SK igeren
irtinleri kullananlarin klasik uyusturucu testlerine ve yasalara takilmadan “kafa yapic1” madde
etkisinde bulunabilmeleri, bu maddelerin kisa zaman igerisinde “esrara yasal alternatif” olarak
iin kazanmalarina ve 6zellikle gencler arasinda popiiler olmalarina neden olmustur. Bir siire
sonra, bitkisel karisimlar1 kullananlarin esrara benzer etkisinin oldugu yoniinde paylastiklar

deneyimler dikkat ¢ekmis ve karisimlarin icerisinde paketlerinde belirtilenden fazlasi oldugu
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fark edilmistir. Psikoaktif madde tespitine yonelik ilk ¢alismalar THC’nin varligin1 bulmaya
yonelik olmus fakat ¢alismalar sonucunda THC bulunamayinca ayni etkiye neden olabilecek
baska maddelerin arastirilmasi yoluna gidilmistir. Bu amagla yapilan ¢alismalar sonug vermis
ve ilk kez 2008 yilinda Almanya’da bulunan bir ila¢ firmasi tarafindan bitkisel karisimlarin
icerisinde bir SK olan JWH-018’in varlig: tespit edilmistir. Bu durum genis yanki uyandirmis
ve 2009 yili itibariyle gesitli iilkelerde tespit edilmis SK’ler yasakli maddeler sinifina dahil
edilmistir. Piyasada yer alan SK’lerin yasa kapsamina girmesi ile illegal laboratuvarlar
tarafindan bu maddelerin kimyasal yapilarinda ufak degisiklikler yapilarak ikinci nesil olarak
adlandirilan yeni SK’ler iiretilmis ve boylece yasalardan kagma durumu devam ettirilmistir.
Gilinimiizde hala devam etmekte olan bu dongii neticesinde SK’ler kimyasal ¢esitlilik ve
kullanim orani bakimindan yeni psikoaktif maddelerin en genis iiyesi haline gelmistir (6,8-

10,14).

Tirkiye’de ilk kez SK yakalanmasi 2010 yilinda gergeklesmistir. 2011 yilinda yasal
diizenlemeye gidilmis ve piyasada bulunan 14 SK, kimyasal adlar1 verilerek yasaklanmuistir.
Her yil yeni ¢esitleri eklenen SK’ler sonraki yillarda yasaya eklenen yeni maddeleri igeren
diizenlemeleri beraberinde getirmistir. 2015 yilinda, maddelerin adlar1 belirtilmeden ana
kimyasal yapilar1 ve bu kimyasal yapilara eklenebilecek olas1 fonksiyonel gruplar belirtilerek
olusturulan jenerik siniflandirilma gergeklestirilmistir. Yasal siireci hizlandirici nitelikte olan
jenerik yasa ile g¢ekirdek yapilari ve radikal gruplar1 yasada belirtilen yeni SK’ler tespit
edilmeleri ile birlikte vakit kaybetmeksizin Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda

Kanun kapsamina alinmis olmaktadir (48).

SK’lerin farmakolojik ve toksikolojik oOzellikleri ile ilgili bilgiler olduk¢a kisitlidir.
Birgogu CB1 ve CB2 reseptdrii tam agonisti olan maddelerin olusturduklar1 fizyolojik ve

psikolojik etkiler, kismi agonist olan THC’ye nazaran daha siddetlidir. Kronik esrar
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tilketenlerde gozlemlenen bagimlilik ve yoksunluk sendromlari, uzun siire SK tiiketen

bireylerde de goriilmektedir (13,18,20-21).

SK igeren iiriinlerin hazirlanma asamasinda ilkel yontemlerin kullanilmasi, maddelerin bitkisel
karigimlarda heterojen dagilmasina yol agmakta ve boylece ayni seride hazirlanmis iiriinlerin
farkl1 paketlerinde dahi madde konsantrasyonlarinin 6nemli Slglide farklilik gostermesine
neden olmaktadir (40). Bitkinin kendisinden gelebilecek veya laboratuvar gevresinden
gelebilecek kontaminasyonlara dikkat edilmemesi, toksikolojik agidan ayrica Onem arz

etmektedir.

Maddelerin potent olusundan dolayr az miktarlarinin beklenen psikotrop etkiyi
olusturabilmesi ve cabuk metabolize olmalari, biyolojik Orneklerde tespitlerini
zorlasgtirmaktadir. Bu durum maddenin kendisi ile birlikte metabolitlerinin de tespitine yonelik

hassas, giivenilir analitik metodlar gelistirilmesini 6nemli kilmaktadir (53-54).

SK’lerden biri olan AB-CHMINACA’nin ilk olarak 2014 yilinda uyusturucu
piyasasinda goriilmesini takiben ayni yil igerisinde lilkemiz de dahil pek ¢ok iilkede yasal
diizenlemelere gidilmistir (12,22-23). Maddenin bitkisel iiriinlerde tanimlanma g¢aligmalarinin
ardindan in vitro ve in vivo metabolizma ¢alismalar1 yapilmis ve AB-CHMINACA-M1A, AB-
CHMINACA-M2 maddeleri biyolojik 6rneklerdeki esas metabolitler olarak tespit edilmistir

(22,29-32).

AB-CHMINACA maddesinin ve/veya metabolitlerinin kan ve/veya idrar 6rneklerinde
tayinine yonelik yapilan g¢alismalar olduk¢a smirlidir. Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunda
numune hazirlama yontemi olarak sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemi kullanilmistir (61-65).
Maddelerin analize hazirlanmasi igin SPE metodunun kullanildigi ¢alismalar da mevcuttur (66-
67). Enstriimental yontem olarak genellikle LC/MS/MS yontemi tercih edilmis olmakla beraber

LC/QTOF-MS ve LC-QTRAP-MS/MS yontemlerinin kullanildigi da olmustur (22,29-
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30,32,61-67). Yapilan ¢alismalarda AB-CHMINACA i¢in LOD degerleri 0.005 ng/mL ile 1
ng/mL arasinda degismekte, LOQ degerleri ise 0.01 ng/mL ile 10 ng/mL arasinda
degismektedir (61-67). Bu ¢alismalardan Gunderson ve ark.’nin yapmus olduklari, SPE metodu
kullanilarak gerceklestirilmis olup AB-CHMINACA i¢in %133 ve AB-CHMINACA-MIA igin
%357 matriks etkisi degerleri ile kabul kriterlerinin disinda kalmistir (66). S6z konusu ¢alisma
ve LLE ile yapilmis olan bagska bir ¢alisma i¢in hesaplanan matriks etkisi ve/veya geri kazanim
degerleri AB-CHMINACA vel/veya metabolitleri i¢in olmasi gereken araligin (%75-%125)
disinda ¢ikmis bu yilizden tam validasyon gergeklestirilemeyip bu maddeler igin semi-kantitatif

validasyon gerceklestirildigi belirtilmistir (45,66).

AB-CHMINACA ve metabolitlerinin kan ve idrar orneklerinde validasyonunu
kapsayan bu calismamizda temiz eluatlar ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in SPE
metodu tercih edilmistir. IS tekniginin kullanilmasi ile yiiksek kesinlik elde edilmis ve numune
enjeksiyonu, akis hizi ve kolon sartlarindaki degismelerle olusan belirsizlikler en aza
indirilmistir. Validasyon ¢alismasi kapsaminda oncelikle AB-CHMINACA ve metabolitlerinin
seciciligi arastirilmis ve maddelerin bulundugu alikonma zamanlarinda herhangi bir pike

rastlanmamaistir.

LOD ve LOQ degerlerini belirlemek icin yapilan analizler sonucunda LOD degerleri
0.22 ng/mL — 0.39 ng/mL araliginda, LOQ degerleri ise 0.42 ng/mL — 0.49 ng/mL araliginda

bulunmus olup literatiirde yer alan galigmalar ile uyumluluk gostermistir.

Dogrusallik ¢alismasi i¢in kan ve idrarda AB-CHMINACA, AB-CHMINACA-M1A ve

AB-CHMINACA-M2 maddelerine ait kalibrasyon egrileri olusturulmus ve egrilerin

“rZ”

denkleminden degerleri belirlenmistir. R? degerleri 0.991-0.998 arasinda degismekte,

dogrusal aralik ise tiim analitler i¢in 0.5 ng/mL — 25 ng/mL konsantrasyonundadir.
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%RSD degerleri giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda %10°dan kii¢lik bulunmus;
giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda ise %12’den kiigiik bulunmustur. Kan ve idrar i¢in
geri kazanim degerleri 76.0% - %123.8 arasinda, matriks etkisi ise 77.7 % - 123.4 % arasinda
degismektedir. Ekstrakte edilmis kan ve idrar Orneklerinin otodrnekleyici kararlilig
caligmalarinda, t=0’da elde edilen analiz sonuglarinin alan degerleri ile bekletilmis numunelerin

degerleri arasinda % 10°dan biiylik anlamli bir degisim gézlenmemistir.

Tiim validasyon degerleri uluslararasi kabul kriterlerinin i¢inde yer aliyor olup degerler

literatiir ile uyumlu bulunmustur.
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6. SONUC

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda suistimal edilen bir madde olan AB-CHMINACA ve
AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-M2 metabolitlerinin kan ve idrarda SPE y6ntemi
kullanilarak hazirlanmasi ve LC/MS/MS cihazi kullanilarak analizinin yapilmasi ile
validasyonu gergeklestirilmistir. Validasyon ¢alismasi kapsaminda dogrusallik ve kalibrasyon
egrisi, segicilik, LOD ve LOQ, kesinlik, geri kazanim, matriks etkisi ve kararlilik ¢alismalari
yapilmis ve elde edilen degerler literatiir ve kabul kriterleri ile uyumlu bulunmustur. Bu
calisma, AB-CHMINACA ve metabolitlerinin (AB-CHMINACA-M1A, AB-CHMINACA-
M2) SPE yontemi kullanilarak kan ve idrar 6rneklerinde beraber analiz edildigi ilk ¢aligmadir.
Secicilik, hassasiyet ve geri kazanim degerleri yiiksek, belirsizlik degerleri diisiik, dogrusal
aralig1 genis ve analiz siiresi kisa olan bu yontemin kullanicilara ait ante ve postmortem kan ve
idrar 6rneklerine uygulanabilecegi, bagimlilik tedavisi goren kullanicilarin izlenmesine destek
olacagi ve olgularin aydinlatilmas: agisindan adli bilimlere 6nemli bir katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.
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