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OZET

Ozturk, S. (2015). JWH-073 ve Metabolitlerinin LC-MS/MS ile Kan ve Idrarda
Tayinleri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Esrarin yan etkilerini azaltarak tedavi edici etkisini gelistirmek iizere sentezlenen
sentetik kannabinoidlerin suistimali tehlikeli boyutlara ulasmistir. Endokannabinoid
reseptorlere tetrahidrokannabinol (THC)’e benzer etki gosteren fakat farkli kimyasal
yapidaki bu maddeler, ciddi yan etkilere hatta Gliimlere neden olmaktadir. Sentetik
kannabinoidlerin bitkisel materyaller {izerine spreylenmesiyle hazirlanan karigimlar
“dogal” ve “yasal” kandirmacasiyla internet lizerinden kolaylikla satilmakta ve
poplilariteleri giin gectikce artmaktadir. Maddelerin farmakolojisi, toksik etkileri ve
tayiniyle ilgili yapilan ¢alismalar oldukca sinirlidir.

JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit, and JWH-073 N-(4-hidroksibutil) maddelerinin
katt faz ekstraksiyonunu takiben LC-MS/MS analizi ile kan ve idrarda tayini ve
kantitasyonu amaciyla spesifik ve giivenilir bir metot gelistirilmistir. Metodun
dogrusallik (0.1 — 50 ng/mL), segicilik, giin i¢i ve giinleraras1 dogruluk ve kesinlik (CV
< 15%), geri kazanim (% 75-95), teshis sinir1 (LOD) (0.08-0.13 ng/mL), ve tayin alt
sinirt (LOQ) (0.11-0.17 ng/mL) parametreleri agisindan validasyonu yapilmistir. Ayrica

matriks etkisi, stabilite ve proses etkisi de incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, JWH-073, JWH-073 metabolitleri, kan, idrar

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No:29204.
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ABSTRACT

Oztirk, S. Determination of JWH-073 and metabolites in blood and urine with LC-
MS/MS. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical
Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Abuse of synthetic cannabinoids which were synthesized for improving the therapeutic
effects of cannabis by reducing the adverse effects, has reached dangerous dimensions.
These chemicals which have similar effects on endocannabinoid receptors with
tetrahydrocannabinol (THC) but different chemical structure, have more serious side
effects and even cause death. The mixtures which were prepared by spraying synthetic
cannabinoids to herbal materials being sold as "natural” and "legal" with trickery over
the internet and its popularity is increasing day by day. The studies about synthetic
cannabinoids on pharmacology, toxic effects and, detection are very limited.

A specific and reliable method has been developed for the detection and quantification
of JWH-073, JWH-073 N-butanoic acid, and JWH-073 N-(4-hydroxybutyl) in blood
and urine using solid-phase extraction followed by LC-MS/MS analysis. The method
has been validated in terms of linearity (0.1 — 50 ng/mL), selectivity, intra-assay and
inter-assay accuracy and precision (CV < 15%), recovery (% 75-95), limits of detection
(LOD) (0.08-0.13 ng/mL), and quantification (LOQ) (0.11- 0.17 ng/mL). Matrix effects,

stability, and process efficiency were also assessed.

Key Words: LC-MS/MS, JWH-073, JWH-073 metabolites, blood, urine

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 29204.



1. GIRIS VE AMAC

Kenevir icgindeki esrar bileseni tetrahidrokannabinol (THC) ve diger
bilesenlerinin dini ya da tibbi amaglar nedeniyle kullanimi eski Cin’e kadar
dayanmaktadir. 1964 yilinda Raphael Mechoulam ve ark. kenevir bitkisi i¢indeki
psikoaktif bilesen olan THC’i bitkiden izole etmis ve tanimlamiglardir [1]. Aym
yillarda esrarin sahip oldugu yan etkilere neden olmayan analjezik ve antienflamatuar
etkileri olan kannabinoid reseptor agonisti yeni maddelerin bulunmasi i¢in de ¢alismalar
yapilmistir [2]. Sentetik kannabinoidler, esrarin kemoterapideki antiemetik etkisini
gelistirmek tizere dizayn edilen ¢alismalarda sentezlenmislerdir. THC analoglari olan bu
klasik kannabinoidler, THC’nin dibenzofuran yapisinin kismi olarak kirilmasiyla
sentezlenmistir [3]. Maddeler esrara benzer olarak endokannabinoid CB1 ve CB2
reseptorlerinden biri ya da her ikisi tizerinde de etki gostermektedir [4]. Maddeler
kimyasal yap1 olarak esrara benzemesede olmasina ragmen farmakolojik etkileri esrara
benzerdir [5].

Sentetik kannabinoid igeren bitkisel {irinler 2004 yilinda ilk olarak “spice” ve
“K2” ticari isimleriyle piyasaya siiriilmiistiir [6]. Satislar1 genellikle internet {izerinden
yapilan bu maddeler “legal high” ya da “herbal incense” olarak pazarlanmiglardir [7].
Uzerlerinde “insan tiiketimi igin degildir” ibaresi bulunan ve tiitsii ya da potpori
iddiastyla pazarlanan maddelerin ambalajlar1 {izerinde igeriginin yazilmast zorunlu
degildir, boylece yasal denetimleri kandirmak da miimkiin olmaktadir. Maddelerin
“bitkisel” ya da “yasal” kelimeleri kullanilarak satisinin yapilmasi kullanan kisilerde
“dogal” ve “zararsiz” izlenimi yaratmaktadir. Sentetik kannabinoidlerin etanol ya da
asetonda ¢oziindiiriildiikten sonra bitkisel materyal {izerine piiskiirtiildiigii ve daha sonra
kurutularak degisen konsantrasyonlarda 1iiriin elde edildigi diistiniilmektedir.
Piiskiirtiilen madde konsantrasyonlarinin degisken olmasina bagli olarak yan etki
profilleri de degisiklik gostermekte, hatta ayni isimli {irlinii alan farkl kisilerde hafif
yan etkiden, oliimle sonuglanan toksisiteye kadar degisiklik gostermektedir. Elde
edilmesinin oldukga kolay ve ucuz olmasi sentetik kannabinoidleri suistimal edilen
madde kullanmaya meyilli geng ve ergenler igin cazip hale getirmektir. Merkezi sinir
sistemi, kardiyovaskiiler sistem basta olmak iizere bir¢ok sistem iizerinde toksik etkileri
belirlenen bu madderin kullanimina bagl olarak acil servislere bagvurular dramatik bir

sekilde artmaktadir [7, 8].



Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) verilerine gore kokain,
eroin, amfetamin, metamfetamin, Metilendioksimetamfetamin(MDMA) gibi maddelerin
yiiksek dozda alimindan kaynaklanan olim olgulart 1999 ve 2010 yillar1 arasinda
neredeyse sabit kalmis; buna karsilik “tanimlanmamis” maddelerden kaynaklanan
oliimler ii¢ katina ¢ikmustir. Oliimlerin ii¢ katina ¢ikmasina bahsi gegen yillar arasinda
yasaklt maddeler kapsaminda olmayan sentetik kannabinoidler ve banyo tuzlarinin
neden oldugu disiiniilmektedir [9]. Bilinmeyen maddelerin kotiiye kullanimi Amerika
Birlesik Devletleri’nde acil servislere bagvuran hasta sayisin1 son on yilda %187’den
%5846’ya kadar ¢ikarmistir [10].

2008 yili sonlarinda THC Pharma (Frankfurt, Almanya) firmasi “spice”
icerisinde bir sentetik kannabinoid olan JWH-018 oldugunu raporlamis ve 2009 yili
basinda JWH-018 maddesi yasaklanmistir. Bu diizenlemenin hemen ardindan Mart
2009’da ikinci nesil sentetikler piyasaya siiriilmiis ve tespit edilmeye baglanmigtir [11].
Kisa bir siirede pek ¢ok Avrupa iilkesinde bu maddeler yasa kapsamina alinmislardir.
Mart aymda Amerika Birlesik Devletleri FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi) JWH-
018, JWH-073, JWH-200 ve CP-47,497 ve kannabisiklohekzanol’den olusan bes
maddelik yasak listesini yaymlamistir.

Sentetik kannabinoidlerin farmakokinetik ve farmakodinamik &zellikleri
hakkinda bilinenler olduk¢a azdir [12]. Farmakokinetik ve farmakodinamik
Ozelliklerinin tanimlanmas1 ve toksik etkilerinin incelenebilmesi, analizleri i¢in uygun
metotlarinin  gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Maddelerin kimyasal yap1 olarak
heterojen bir dagilim gostermeleri ortak analiz yontemlerinin gelistirilmesini oldukga
zorlastirmaktadir.

Bu calismanin amact JWH-073 ve metabolitlerinin kanda ve idrarda tayinini
saglayan secici, gilivenilir, maliyeti diigiik bir yontem gelistirilmesi ve uluslararasi
rehberlere uygun olarak validasyonunun yapilmasidir. Boylece suistimali yaygin olan
bu maddenin yasa tarafindan izlenmesi ve bu maddeden kaynaklanan 6liimlerin tespiti
amaglanmaktadir. Yapilan calisma ile ayrica bu alandaki literatiire katki saglamak

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sentetik Kannabinoidler
Esas olarak kannabinoidler {i¢ grupta toplanabilirler; fitokannabinoidler,

endokannabinodler ve sentetik kannabinoidler. Fitokannabinoidler sadece kenevir
bitkisinden kayda deger miktarda izole edilen kannabinol (CBN), kannabidiol (CBD) ve
Tetrahidrokannabinol (THC) dogal kannabinoidlerdir. Endokannabinoidler viicutta
iretilen hiicre i¢i lipid mesajcilardir, kullanilabilecek miktardan daha fazla iiretildigi ve
sonraki kullanim i¢in saklanabildigine inanilir. Kannabinoidlere ait bu ii¢ grubun da
etkilerinin hiicre membranlari ile 6zel bir etkilesim ile meydana geldikleri bilinmektedir
[13]. 1980 yilinda kannabinoid reseptorler (CB) tanimlanmis ve kesif sirasina gore
(CBI1) ve (CB2) olarak numaralandirilmistir. Bu iki reseptor arasindaki farklilik tahmin
edilen aminoasit dizisi farkliliklari, sinyal mekanizmasi ve doku dagilimindan
kaynaklanmaktadir [6].

Kenevir bitkisine ait psikoaktif bilesenler nedeniyle yiizyillardir suistimal edilen
madde olarak kullanilmistir. Bu bilesenlerden en Onemlisi endokannabinoid CB1
reseptorii lizerinde kismi agonist (hipotermi, analjezi) ekti gosteren THC’dir. Bu
psikoaktif maddenin kesfinden sonra maddenin reseptor etkisi, terapotik etkileri ve yan
etkileri tizerinde pek ¢ok calisma yapilirken, ayn1 zamanda endokannabinoid sistem ve
reseptorler lizerinde de calismalar yapilmistir [14]. Bu arastirmalarda kullanilmak {izere
dizayn edilen sentetik kannabinoidlerin reseptdr afinitelerinin THC ye oranla CBI
tizerinde 4 ile 10 kat kadar daha fazla oldugu goriilmiistir [3]. THC, CB1 ve CB2
reseptorleri lizerinde kismi agonist etki gosterirken sentetik tiirevler ayni reseptorler tam
agonist etki gosterirler [7].

Sentetik kannabinoidler farkli kimyasal yapida maddelerden olusan genis bir
ailedir. Farmakolojik ajanlar olarak iiretilmis olmalarina ragmen tedavi edici 6zellikleri
istenmeyen psikoaktif yan etkilerden ayirmak oldukga zordur [6].

[k kez 2004 yilinda “spice” ad1 altinda sentetik kannabinoid igeren ve bitkisel
oldugu iddia edilen bir {riiniin internet iizerinden satilmaya baslandig tespit edilmis,
2008’den sonra ise “spice” ve benzeri paketlenmis lriinlerin satis1 ile ilgili Almanya
ulusal televizyonu ve yerel gazetelerde ilanlar goriilmeye baglamis, genellikle de
psikotrop madde kullanmak isteyen ergenler ve gencler tarafindan tercih edildigi
belirlenmistir [11, 6]. Erisimlerindeki kolaylik ve psioaktif etkileri bu maddelerin
popiilerligini oldukga arttirmistir. Spice Silver, Spice Gold ve Spice Diamond ve bir¢ok



cesidinin Pedicularis densiflora (Hint Savasgisi), Leonotis leonurus (Aslan Kuyrugu),
Cannavalia rosea (Baybean), Nymphea aquatic (Mavi Lotus), Vanilleae planifolia
(Vanilya), bal ve benzeri bitkisel iiriin ya da bitki igerdigi rapor edilmistir. Bu bitkilerin
de toksikolojik etkileri bilinmemektedir [15]. Kimyasal igeriklerine bagl olarak
Pedicularis densiflora (Hint Savasgisi) ve Leonotis leonurus (Aslan Kuyrugu)’un
psikotrop etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Sekil 2-1’de “spice” ve benzeri ticari {iriinler

ve tlitsiiye benzetilen icerikleri gosterilmektedir.

Sekil 2-1 Satis1 yapilan sentetik kannabinoidlerin farkh isim, ambalaj ve icerikleri



Kullanicilarda esrar benzeri etkiler gosteren ve bitkisel oldugu iddia edilen
“spice” triinleri igerikleri bakimindan incelenmis, ancak esrara rastlanmamaistir. 2008
yil1 Aralik ayinda bitkisel karisimlarin psikoaktif etkilerinin sentetik kannabinoidlerden
kaynaklandig1 agiga ¢ikmis ve iclerinde JWH-018, JWH-073, JWH-398, JWH-250,
HU-210 ve CP-47,497 ve homologlar1 ile oleamide oldugu rapor edilmistir. Bu
kannabinoid reseptor agonistleri yagda ¢oziinen, polar olmayan, 20-26 karbonlu ve
olduk¢a ugucu yapilardir [6, 16]. 2009 yilinda Avusturya, Almanya, Fransa,
Liiksenburg, Polonya, Litvanya, Isveg, Ingiltere ve Estonya gibi baz1 Avrupa iilkeleri
biitiin bu iriinleri narkotik yasasina dahil ederek satigin1 engellemistir [8].

“Spice” igerisinde bulunan klasik kannabinodlerden HU-120 1960’larda Hebrew
Universitesi'nde Raphael Mechoulam tarafindan sentezlenmistir. Klasik olmayan
kannabinoidlerden siklofenol (CP) 1970’lerde Pfizer firmasi tarafindan gelistirilmistir.
HU-210 yap1 olarak THC’ye ¢ok benzer olmasina ragmen reseptor afinitesi daha
yiiksektir. CP-47,497 nin sentezi daha kolaydir. Bu maddeler CB1 reseptorii tizerinde
tam bir agonist etki gostermesi nedeniyle esrara oranla daha gii¢lii etki gosterirler ve
poplilerlikleri daha yiiksektir. Diger bir klasik olmayan kannabinod olan AM,
Alexandros Makriyannis tarafindan sentezlenmistir [8]. Son olarak 1990’11 yillarda John
W. Hoffman ve ekibi JWH isimli bir seri sentetik kannabinoid sentezlemislerdir.

Maddelerin tek basina yasa kapsamina alinmasi suistimalinin Oniine
gecememistir. Yasa kapsamina alindig1 anda ayni isimle satilmaya devam edilen ticari
mamiillerin kimyasal igerikleri degistirilerek “yasal” niteligi korunmustur. Ik {iretilen
“spice” irlinleri JWH-018 ve JWH-073 igcermekteydi. Fakat bu maddeler aminoalkil
indoller ve diger bisiklik klasik olmayan CP-47,497 ve onun C8 homologlar1 gibi yasa
kapsamina alindig1 i¢in yeni ikinci jenerasyon iiretilmeye baslanmustir. Ilk jenerasyon
maddeler daha bir¢ok iilkede yasaklanmadan ikinci jenerasyon maddeler tespit edilmeye
baglanmistir. Ocak 2014 itibariyle yedinci jenerasyon sentetik kannabinoidlerden THJ-
018 listeye dahil edilmistir [17]. Tablo 2-1’de sentetik kannabinoidler ve dahil oldugu

jenerasyon numaralar1 gosterilmistir.



Tablo 2-1: Jenerasyon numarasi ve dahil edilen sentetik kannabinoidler [17]

Jenerasyon Numarasi Sentetik Kannabinoid

JWH-018, JWH-019, JWH-073

AM-2201, RCS-4, JWH-122

AKB-48, STS-135

UR-144, 5-Fluoro-UR-144, XLR-11

PB-22, 5-fluoro-PB-22, BB-22

AB-PINACA, AB-FUBINACA, ADB-PINACA
THJ-018, FUB-PB-22

~N oo~ |WIN |-

Yeni iretilen ve klasik serilerde (CP, AM, JWH, HU) olmayan sentetik
maddelere iiretildikleri iilkelere 6zgii isimler verilmistir. “AKB-48” ismini Japon pop
grubundan almustir. “STS-135” Amerikan Uzay Ussii programlarindan birinin son
ucusudur. “XLR-117 ilk s1v1 yakitli motordur. Bu da sentetik kannabinoidlerin artik bir
cok iilkede ve merdiven alt1 laboratuvarlarda yasadis1 olarak kolaylikla tretilebildigi
kanitlamaktadir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar sentetik kannabinoidlerin yan
etkilerinin oldukga gii¢lii oldugunu ve yeni bir “suistimal edilen madde” sinifi olarak
kabul edildigini gostermektedir. Bu amagla iiretilmis yiizlerce maddeden sadece 20
tanesinden azi1 biyolojik kitlerle enzim-substrat iligskisine dayanarak dl¢iilmektedir ve bu
sistemlerin bir ¢cogunda sadece ana maddelerin tayin edilmesi yanlis negatif sonuclara
neden olmaktadir [3].

“spice” iceriginde sentetik kannabinoidler disinda bulunan diger maddeler yag
asitleri ve esterleri (linoleik asit, palmitik asit), amid yag asitleri (oleamide, palmitol
etanolamid), bitkisel kaynakli maddeler (eugenol, timol, asetil vanilin,..), benzil benzoat
gibi koruyucular ve a-tokoferol’diir [16]. Bu maddeleri olduk¢a yiiksek dozlarda
karisimlara eklemek suretiyle, sentetik kannabinoidin yan etkilerini maskelemek
hedeflenmektedir [6].

Bu iirlinlerde ayrica siklikla f2-adrejenik agonisti klenbuterol’e rastlanmaktadir
[18]. Kullanim sonrasi titreme, tasikardi ve anksiyete gibi sikayetler ile acil servise
basvuran hastalarin anlatmis oldugu sempatomimetik benzeri etkilerde bu maddenin de
etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir [19]. Bunlarin disinda harmin ve harmolin,
nikotin, kafein ve metallere de rastlanmaktadir. Karigimlara eklenen kimyasallar,

sentetik kannabinoidin tespitini de zorlastirmaktadir [15].



2.2. JWH-073
JWH-073, JWH-018 maddesindeki fonksiyonel grubun degistirilmesiyle

sentezlenen sentetik kannabinoid’dir. Suistimal edilen ilk jenerasyon sentetik
maddelerdendir. Madde lipofilik yapida, yirmi ii¢ karbonlu, ugucu ve non-polar

Ozelliktedir. Bu maddenin kimyasal yapis1 Sekil 2-2’de verilmistir.

e

n

OQ NN

Sekil 2-2: JWH-073%iin Kimyasal Yapis1 (Naftalen-1-il-(1-biitilindol-3-il)metanon)

2.2.1. Farmakolojik ve Toksikolojik Etkileri
JWH-073 ile yapilan ilk ¢alismalar, maddenin bitkisel igeriklerde [16,18,20-27]

ve sagta [28-31],tiikiirtikte [32-35], tam kan, serum ve plazmada [36-41] ve idrarda [42-
50] analizleri ile ilgili olmustur. Karaciger mikrozomlar1 kullanilarak yapilan
caligmalarda Faz 1 ve Faz Il metabolizmas: tanimlanmistir. Ana madde Once
CYP450’lerle (merkezi  sinir  sistemi:CYP2C9,  akciger:CYPIA2  ve
karaciger:CYP2D6) enzimleri ile oksitlenerek hidroksillenmis ya da poli
hidroksillenmis metabolitlerine, sonrasinda UDP glukronozil transferaz enzimleri ile
glukuronid konjugatlarina doniiserek bobreklerden atilir. Konjugasyondan karacigerde
UGT1Al, UGTI1A9; karaciger disinda UGT2B7, UGT1A10; akcigerde UGT1A7 ve
beyinde UGT1A3, UGT2B7 enzimleri sorumludur [51,52].

Poklis ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada farelere esrar, JWH-018 ve JWH-073
maddelerinden ayni dozlarda verilmis ve metabolit diizeyleri takip edilmistir. Farelere
“Magic Gold” verildikten 20 dakika sonra JWH-073 konsantrasyonlar1 kanda 67-244
ng/mL arasinda, beyinde ise 412-873 ng/g arasinda degismistir. Hayvanlarda maruziyet
sonras1 bulunan JWH-073 ve JWH-018 miktarlar1 THC ye oranla daha diisiiktiir, bu da

yarilanma omiirlerinin THC den daha kisa oldugunu gdstemektedir [39].



Maddenin genellikle alkil grubunda o-karbonunun oksitlenmesi ya da
hidroksillenmesiyle Faz I hidroksil metabolitlerinin olustugu ve bu metabolitlerin,
biyolojik materyallerde analiz i¢in daha uygun oldugu goriilmiistiir [4]. Tez
calismasinda, yukaridaki caligmalar referans olarak alinarak JWH-073 N-biitanoik asit
ve JWH-073 N-(4- hidroksibiitil) metabolitleri kullanilmustir. IS (I¢ standart) olarak
kimyasal yap1 bakimindan benzer olan delta-9-tetrahydrocannabinol-d3 (THC-d3)
kullanilmistir. Metabolitler ve IS’mn kimyasal formiilleri asagidaki Sekil 2-3°de

gosterilmistir.
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Sekil 2-3: JWH-073 N-biitanoik asit(a), JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) (b) ve
THC-d3 (c) kimyasal yapilar:

2.2.2. Farmakolojik ve Toksikolojik Ozellikleri
Maddelerin farmakolojik etkilerinin anlasilabilmesi i¢in yapilan g¢alismalarda

insan denekler kullanilamamasi nedeniyle calismalar genellikle fareler iizerinde
yapilmistir. Fareler piroliz edilen maddelere burundan inhalasyon yoluyla maruz
birakilmis ve etkileri incelenmistir [5]. Kimyasal yapilari farkli olmasina ragmen esrara
benzer olarak endokannabinoid sistem {izerindeki CB1 ve CB2 reseptorlerini
etkilemektedir.

CBI1 reseptorleri merkezi ya da perifer sinir sistemi, kemik, kalp, karaciger,
akciger, vaskiiler endotelyum ve iireme sisteminde bulunmaktadir. CB2 reseptorleri
baglica immun sistemde yogunlagmistir, fakat az miktarda da merkezi sinir sisteminde
de bulunur [53,54]. Sentetik kannabinoidler ¢ogunlukla pre-snaptik terminaller {izerine

yerlesmis olan G-protein ciftli CB1 reseptorlerini uyarirlar. CB1 reseptor aktivasyonu



hiicresel siklik adenozin monofosfat (CAMP) miktarim1 diisiiriir ve kannabimimetik
cevap olugmasini saglar [55]. Sentetik kannabinoid reseptor agonistleri, voltaj-kapili
iyon kanallar ile etkilesime girerek potasyum, sodyum ve N ve P/Q tip kalsiyum
kanallarini inhibe eder ve membran potansiyelini diistiriirler [56].

Bircok farkli sentetik kannabinoidin organizma tizerindeki ortak dort ana etkisi;
hipotermi, analjezi, katalepsi ve lokomotor baskilamadir. Bu etkilere kannabinoid
tetrad1 adi1 verilir ve bu etkilerin derecelendirilmesi ile farkli maddelerin reseptorler
tizerindeki etkileri karsilastirthir  [7]. THC ile kiyaslandiginda baz1 sentetik
kannabinoidler CB1 reseptoriine 4-5 kat daha fazla baglanma afinitesine sahiptir [8].
Buna ek olarak JWH-073 metabolitleri, zenginlestirilmis reseptor-efektor ciftlerine ana
ilagtan daha etkili bir sinyal etkinligi saglamaktadir [4]. JWH-073 metabolitlerinden
birinin nétral bir CB1 reseptdr agonisti oldugu belirtilmistir. Bu maddenin zayiflama
tizerinde etkili oldugu diistiniilmekte ve konu ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir
[57].

JWH-073, vy -aminobutirik asit iletimini inhibe eden major vericidir. Merkezi
sinir sisteminde esrardan daha giiglii bir inhibitordiir [2].

Bu tir maddelerin klinik etkileri yaymlanmis olan olgu ¢alismalarinin
derlenmesiyle belirlenmistir. Bu etkiler belirlenirken internet iizerinden paylasimda
bulunulan bloglar da fazlaca kullanilmistir. En fazla rapor edilen etkiler merkezi sinir
sistemi etkileridir bunlar; anksiyete, 6fke patlamasi, paranoya, goz temasindan kaginma,
ajitasyon, deliizyonlar, psikozlar, kusma ve tepkisizliktir [58, 59]. Klinik etkileri
tagikardi, hipertansiyon, konvulsiyon, goz iltihabi, terleme, gogiis kafesinde agr1 ve agiz
kurulugu olarak rapor edilmistir. Buna ek olarak bazi kaynaklar sentetik madde
kullaniminin intihara meyli arttirdigini belirtmislerdir [59, 60]. Buna ek olarak bazi olgu
raporlarinda, hafif hipokalemi, miyokard infarktiisii, bdbrek yetmezligi ve
konvulsiyonlar rapor edilmistir [15, 55-62].

17 yasinda bir erkek, K9 alimi sonras1i goglis agrisi, tasikardi ve sonrasinda
bradikardi tanisiyla acil serviste gdzlem altina alinmus, sikayetileri “nefes almada zorluk
ve gogiis kafesinde baski” olarak kaydedilmistir. Terleme ve kusma sikayeti olmayan
hasta K9 almadan bir saat dnce “Oxyelite” isimli (100 mg kafein ve diger bilesenler)
diyet ilacin1 aldigin1 sdylemistir. Alimdan 30 dak. sonra kalp atis hiz1 140 ve tansiyon
136/78 mm Hg olarak ol¢lilmiistiir. Hastane miidahalesinden 11 saat sonra kalp atis hiz1

48 ve tansiyon 121/59 mm Hg olarak 6l¢iilmiistiir, bradikardi mevcuttur [3].
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4-6 mg JWH-073 kullanmis bir kullanicinin tanimladig: belirtiler insan beyninin
onlinde ve gozlerin arkasinda basing, bulaniklik ve hareketlilik (esrarla ayni siire¢ ve
etkiler) seklindedir. Giin i¢inde tekrarlayan alimlarda kisi esrarinkine benzer “suistimal
edilen maddenun etkisi altinda, yorgun ve bulanik” etkiler hissetmis, maddeyi iyi bir
kenevir kadar ilging bulmustur [6].

Harris ve ark. 3 ay boyunca “spice” kullanimina bagli 6nemli sikayetlerle acil
servise basvuran hastalar1 incelemisler ve alt1 olgu tespit etmislerdir. iki hasta gegici
felg sikayetiyle basvurmus, diger iki hastada haliisinasyon saptanmis, sadece bir hastada
tasikardi gozlemlenmistir. Acil serviste gozlem siiresi ortalama 2-8 saat olmustur ve
hicbir hasta tekrarlayan fel¢ durumundan bahsetmemistir. Bir¢ok sentetik kannabinoidin
esrardan daha potent olduklar1 ve psikoaktif dozlarinin <1 mg oldugu tahmin
edilmektedir [63].

Esrarin diizenli aliminin kesilmesinin ardindan yoksunluk reaksiyonlari
goriilmezken sentetiklerde bu etkilerin gorildiigii gozlemlenmistir [64]. Bagimlilik
etkisini yaratan asil etkilerin; antikonvulsan aktivite, kataleptik etki, lokomotor
aktivitenin baskilanmasi, hipotermi, hipotansiyon, kortikosteroidlerin salinimi oldugu
distintilmektedir [7]. Kayda deger ilk geri ¢ekilme sendromu bilgisi 8 ay boyunca her
giin diizenli olarak Spice kullanan 20 yasindaki bir erkek kullanicidan gelmistir. Kisi bu
maddeyi baslangigta rahatlatici, yatigtirict ve esrar benzeri etkilere sahip olarak
tanimlarken sonrasinda yoksunluk periyodunda igsel huzursuzluk, yogun terleme,
madde 6zlemi, gece kabuslari, titreme ve bag agrisi yasadigi icin tibbi tedavi talebinde
bulunmustur [65].

Sentetik kannabinoidlari kullananlarda geveleyerek konusma, uyusukluk, yiiksek
kan basinci, inme, hissizlik, haliisiinasyon, asabilik, tagikardi, paranoya ve anksiyeteyi
de iceren cesitli toksik etkiler rapor edilmistir. Yeni nesil kannabinoidlerin reseptor
afiniteleri oldukga yiiksek oldugundan, bu maddelerin yan etkilerinin de oldukca
ciddiye alinmasi gerektigi ifade edilmistir [8]. Bu olgularin tedavisi daha ¢ok
destekleyici tedavi niteligindedir, spesifik bir antidot bulunmamaktadir. Ajitasyon,
tasikardi, hipertansiyon, anksiyete ve konviilsiyon gibi semptomlarin tedavisi i¢in
diazepam ya da lorazepam gibi benzodiazepinler kullanilir. Ek olarak i¢/dis sogutma,
yiiksek dozda benzodiazepin, agresif hidrasyon, sedasyon ya da entiibasyon gerekli

olabilir. Ayrica distonik reaksiyonlar ve kas sertligi i¢in difenhidramin kullanilabilir
[15, 59].
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Kronik kullanimdan kaynaklanan uzun donem etkileriyle ilgili higbir bilimsel
veri bulunmamaktadir. 3 hafta i¢inde dort kez ve 1.5 yil boyunca giinliik dozlar halinde
diizenli olarak sentetik kannabinoid kullanan 10 kisilik saglikli bir erkek toplulugunda
psikoz  gelistigi  gozlemlenmistir. Bu olgu raporunda duyusal ve gorsel
haliisiinasyonlardan, paranoid kuruntulara, diisiinme yetisinde tutukluktan bozulmus
konusmaya ve uykusuzluktan sersemlik ve 6zkiyim diisiincesine kadar degisen bir grup
psikotik semptom tanimlanmistir. Bu etkiler esrara benzer olmakla birlikte alinan kii¢lik
dozlarda dahi esrardan daha ciddi yan etkilere neden olmaktadir [66].

Uzun donem yogun esrar kullanimi azalan beyin hacmi ile iligskilendirilmistir.
Hipokampiis ve amigdalanin serebral kisimlari sirasiyla %12 ve %7 oranlarinda anlamli
bir sekilde azalmistir. Bu kisimlar hafiza ve sizofreninin pato-psikolojisi ve duygularin
islenmesi ile ilgilidir. Buna benzer olarak uzun donemli Spice kullanicilar1 6fke ve
anksiyete nobetleri yasamaktadir [8]. Uzun donemde ve yiiksek dozlarda kannabinoid
aliminin  embriyonun gelisimine (implantasyon sorunu, diisiik, erken dogum,

anormaliler) zarar verdigi goriilmiistiir [13].

2.2.3. Yasal Kisitlamalar ve Kullamim Sikhig
Internet iizerinden yas sinir1 ve yasal kontrol olmaksizin satilmasi bu maddelerin

suistimali sorununa uluslararasi bir boyut kazandirmistir. Bu tiir suistimal edilen
maddelerin tanimlanmas1 ve hizli bir sekilde yasa kapsamini saglamak iizere hizmet
veren EMCDDA (Avrupa Suistimal edilen madde Ve Suistimal edilen madde
Bagimhiligi izleme Merkezi) konsey karariyla (2005/387/JHA) EWS (Erken Uyar
Sistemi)’yi kurmustur. Ulkemiz bu sisteme 2006 yilinda iiye olmustur ve suistimal
edilen maddenin izlenmesi ile ilgili tiim veriler en kisa siirede bu merkeze iiye olan tiim
tilkelerle paylagilmaktadir.

2008 y1l1 sonlarinda THC Pharma firmasinin bitkisel icerikli oldugu iddia edilen
bu iirlinlerde sentetik esrarlar1 tespitinin ardindan 2009 yili baslarinda ilk olarak
Almanya’da bu maddeler yasaklanmistir. Daha sonra Avrupa Birligi iilkelerinin
bircogunda bu maddeler yasaklanmistir. Ulkelerin bir kismi maddelerin kendisini
yasaklarken bir kismi1 “jenerik yasa” ile birbirine benzeyen tiim maddeleri yasaklamistir.

Ulkemizde bu madde ilk olarak 2010 yilinda tespit edilmistir [67].
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Sekil 2-4’de 2010-2012 yillar1 arasinda Adli Tip Kurumu Bagkanligi Narkotik
Subesi’ne savcilik ve mahkemeler tarafindan gonderilmis ve incelenmis bitkisel

goriiniimlii maddelerin dagilim yiizdeleri gosterilmektedir [68].

®JWH-018 mJWH-018 + JWH-081 © JWH-018 + CP 47,497 m CP 47,497 w JWH-250

777;65,9%

388;32,9%

2;0,2% | 7:0,6%

5: 0,4%

Sekil 2-4: Adli Tip Kurumu Baskanhgr Narkotik Subesi’ne Agustos 2010-Mart 2012
tarihleri arasinda gonderlilen bitki goriiniimlii suistimal edilen maddelerin dagilimi
(Esrar Haric) [68]

Bunu takiben JWH-073 13.02.2011 tarih, 27845 sayili Resmi Gazetede
yayimlanan 07.01.2011 tarih, 1310 sayili Bakanlar Kurulu karar1 ile kanun tarafindan
kullanilmasi, bulundurulmasi, iiretilmesi ve ticaretinin yasak oldugu suistimal edilen
madde ve uyarict maddeler listesine alinmistir [69] (Sekil 2-5).

2015 yilinda ise Adli Tip Kurumu ve Saglik Bakanligi gibi resmi kuruluslar
tarafindan yapilan oneriye istinaden bu maddeler ve bu maddelerden iiretilebilen tiim
tiirevleri isim anilmaksizin yasa kapsamina alinmistir [70]. Bu yasa Avrupa ve Diinya

capinda uygulanan bir tiir “jenerik” yasadir
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BasbakanlikMevzuati Gelistirme ve Yayin Genel Mudirlaga

13 Subat 2011 PAZAR Resmi Gazete Sayi: 27845

BAKANLAR KURULU KARARI

Karar Sayis1 : 2011/1310

Ekli listede yer alan maddelerin 2313 sayili Uyusturucu M addelerin M urakabesi Hakkmda Kanun hitkiimlerine
tabi tutulmass; Saglk Bakanhgmm 22/12/2010 tarthli ve 86106 sayili yazist iizerine, adi gecen Kanunun 19 uncu
maddesine gore, Bakanlar Kurulu'nca 7/1/2011 tarthinde kararlagtirimistar.

Abdullah GUL
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Recep Tayyip ERDOGAN
Bagbakan
C. GICEK 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. 0ZAK M. Z. GAGLAYAN F. CELK
Devlet Bakam Devlet Bakam Devlet Bakant Devlet Bakam
E. BAGIS S. A KAVAF C. YILIMAZ S. ERGIN
Devlet Bakant Devlet Bakam Devlet Bakam Adalet Bakant
M. V. GONUL B. ATALAY A DAVUTOGLU M SIMSEK
Milli Savunma Bakan Igisleri Bakans Digigleri Bakans Maliye Bakan:
N. CUBUKCU M. DEMIR R. AKDAG B. YILDIRIM
Milli Egitim Bakani Bayimndurlik ve Iskin Bakan: Saglik Bakan Ulagtirma Bakant
M M EKER 0. DINGER N. ERGUN T. YILDIZ
Tanm ve Kéyiglen Bakant Caligma ve Sos. Giiv. Bakant Sanayi ve Ticaret Bakan Enenji ve Tabii Kaynaklar Bakan1
E. GUNAY V. EROGLU
Kiiltiir ve Tunzm Bakan Cevre ve Omman 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-dimethoxyphenethylamine)
b) 2C-P.

2- Sentetik kannabmoidlerden:

a) TWH-018

b) CP 47.497

¢) TWH-073

¢) HU-210

d) TWH-200

€) TWH-250

f) TWH-398

) TWH-081

§) TWH-073 methyl derivate

h) TWH-015

1) TWH-122

1) TWH-203
1) TWH-210

k) TWH-019

3- Cathmone.

4- Cathine.

5- Catha Edulis 1simli bitki.

Sekil 2-5: 13.02.2011 tarih, 27845 sayili resmi gazete [70].

Maddelerin  kullanim sikliginin  belirlenmesi amaciyla pek c¢ok calisma

yapilmistir. 2010 yilinda iilke ¢apinda sentetik esrar ve banyo tuzlarma bagli acil
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servisleri arama sayilart 3200 iken bu say1r 2011°de 13000 olarak kaydedilmistir.
Sentetik kannabinoidler toplumda esrardan sonra en ¢ok suistimal edilen ikinci madde
durumundadir 9. smif lise 6grencisi bir 6nceki sene de sentetik esrar kullandigin itiraf
etmistir [71-72].

Ingiltere ve Galler’de her yil ev sakinleri arasinda yapilan anketlerde 15-24 yas
aras1 “spice” kullaniminin %0.4 ve 25-29 yas arasi kullanimin ise %0.1 arttig1 ortaya
cikmustir [73]. 2013 yilinda yayinlanan bir arastirmaya [74] gére 2011 yilinda internet
lizerinden yapilan bir ankete katilanlarin %17’°si sentetik esrar kullandigim1 kabul
etmistir. Bu kisilerden %41°1 bir Onceki sene de kullanmistir. Sentetik esrar
kullanicilarinin %99’u daha dnce esrar kullanmistir. Michigan Universitesi’nin liselerde
yaptig1 bir ankette 12. smiflarin %11.3; 10. simflarin %8.8 ve 8. Simflarin %4.4’1
sentetik esrar kullanmaktadir. Bu sayi, bahsi gecen siniflarda esrar kullananlarin
yaklagik iicte biri kadardir [74].

14 Ekim 2011- 2 Kasim 2011 ve 26 Mart 2012- 23 Nisan 2014 tarihleri arasinda
Norve¢ Halk Sagligi Enstitiisii’nlin yaptigi 7 haftalik bir calismada gilivenli siiriis
uygulamasi amaciyla Ornekleri alinmig olan 726 olgu incelenmistir. Bu kan
orneklerinden 16 tanesi sentetik kannabinoid bakimindan pozitif bulunmustur. 11 kisi
ilag etkisi altinda ara¢ kullanimi siiphesiyle, 4’1 trafik kazasina karstig1 i¢in ve bir tanesi
de yasadis1 ilag kullanimi siiphesiyle kan vermistir. Ilag etkisi altinda ara¢ kullaniminda
sestetik kannabinoid oram1 % 2.2°dir. Bu ¢alisma, maddeyi sadece geng bireylerin
kullanmadigini ve biiyiik ¢cogunlugun erkek oldugu gergegini de ortaya koymustur [57].

Son olarak iilkemizde Eyliil 2012 ve Eyliil 2013 arasinda savcilik tarafindan
gonderilen 636 siipheliye ait 868 ornekten 471 tanesi suistimal edilen maddeler
bakimindan pozitif bulunmustur. Bu olgularin %50.5’inde JWH-018 ve metabolitleri
pozitif bulunmustur [75]. Bu da ililkemizde sentetik esrar kullaniminin ne kadar yaygin
oldugun1 gozler 6niine sermektedir.

Sentetik kannabinoidlerin hizla yenilerinin iiretilmesi ve gelistirilmesi analiz
metotlar1 oldukga yetersiz kilmaktadir. Bu ylizden kullanim siklig1 artmakta ve erisim

kolaylig1 nedeniyle kullanici yas ortalamasi giderek diigmektedir.

2.2.4. Analiz yontemleri
Maddelerin tanimlanmasi i¢in pek ¢ok analiz yontemi birlikte kullanilmistir.

Oncelikle maddelerin bitkisel iiriinlerde tespit edilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmustir.
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Bu ¢alismalarda LC-MS, LC-MS/MS, GC/MS, TOF ve NMR sistemleri maddelerin
yapisinin belirlenmesi ve isimlendirilmesi ig¢in kullanilmistir[16, 18, 20-27].

Maddelerin ve metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik sivilarda tespiti i¢in
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda GC/MS ve LC-MS/MS sistemleri kullanilmistir
[28-52]. Bu ¢aligmalarin tamamina yakininda uygun deteksiyon limiti, kolayligi,
tirevlendirme gerektirmemesi, analiz maliyetinin disiikliigii ve analiz siiresinin kisalig1
gibi avantajlar1 nedeniyle LC-MS/MS tercih edilmistir.

Tablo 2-2’de JWH-073 maddesi ve metabolitlerinin tayini amaciyla yapilmis

calismalar 6zetlenmistir.
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Tablo 2-2: JWH-73 ve Metabolitleri ile ilgili yapilan ¢alismalar materyal, numune hazirlama yontemleri, analiz yontemleri ve tayin sinirlar

No Madde Materyal Numune Hazirlama Yontemi | Analiz Yontemi Tayin Simir1 | Kaynak
JWH-073
JWH-073 N-biitanoik asit LOD
1 Idrar S1vi-S1vi Ekstraksiyonu LC-MS/MS 0.1 ng/mL [27]
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
2 JWH-073 Sag S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS [28]
JWH-073
3 JWH-073 N-biitanoik asit Karaciger Mikrozomlari Sivi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [48]
JWH-073
4 JWH-073 N-biitanoik asit Idrar Sivi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [42]
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
5 JWH-073 Tiikiirtik Kati-S1v1 Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [34]
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No Madde Materyal Numune Hazirlama Yontemi | Analiz Yontemi |Tayin S Kaynak
LOD
6 JWH-073 N-biitanoik asit Idrar Sivi-S1v1 Ekstraksiyonu LC-MS/MS 0.1 ng/mL [47]
. S 0.025 ng/mL
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
7 JWH-073 N-biitanoik asit Idrar S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS - [48]
Kan el LOQ
8 JWH-073 Beyin Protein Coktiirme LC-MS/MS 1 ng/mL [39]
JWH-073 Plazma .
9 JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) idrar Sivi-Sivi Ekstraksiyonu GC/MS - [50]
10 JWH-073 N-biitanoik asit idrar Protein Coktiirme LC-MS/MS - [45]
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
JWH-073
11 JWH-073 N-bitanoik asit Idrar Kati1 Faz Ekstraksiyonu LC-MS/MS LOD [49]
0.1 ng/mL

JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
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No Madde Materyal Numune Hazirlama Yontemi | Analiz Yontemi Tayin Simir1 | Kaynak
12 JWH-073 . LC-MS/MS LOD
Serum Sivi-S1v1 Ekstraksiyonu 0.05 ng/mL [38]
13 JWH-073 S Svi-Stvi Ekstraksi UHPLC-MS/MS LOD [31]
ac 1V1-d1V1 straksiyonu 0.01 ng/mL
JWH-073 LOD
14 JWH-073 N-biitanoik asit Sag S1vi-Sivi Ekstraksiyonu LC-MS/MS 0.01 na/mL [30]
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) 04ng
15 JWH-073 Tiikurik Seyreltme UHPLC-MS/MS - [35]
16 JWH-073 Idrar Kat1 Faz Ekstraksiyonu HPLC-MS/MS LOD [50]
0.01 ng/mL

JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)
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2.3. LC-MS/MS Yontemi

Kiitle spektrometresi (MS) tekniginin segiciligi yiiksek olmasina karsin tek
basina analiz edilecek maddeyi ayni matriks i¢inde bulunan diger molekiillerden
ayirmasi oldukga giictiir. MS teknigi maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore ayirmak
tizere dizayn edilmis bir sistemdir, ayirmaya yardimeci olan sivi kromatografisi (LC)
sistemi ile kombine edildiginde (LC-MS), her iki sistemin ayirt edici Ozellikleri
birlestirilerek Sivi kromatografi/ Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi
dizayn edilmis ve kullanilmaya baslanmistir. Sistem hassasiyet, hiz ve secicilik gibi
ozellikleri nedeniyse son donemlerde siklikla tercih edilmektedir [76].

Bu sistem temelde s1vi kromatografisi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, detektor ve
yazilimdan olusmaktadir. Sivi Kromatografi kismi maddeleri fizikokimyasal
ozelliklerine gore aymrir ve iyon kaynagma bu siraya gore gonderir. Iyon kaynagi bu
maddeleri buharlasabilen ve analizi istenmeyen diger maddelerden ayirarak gaz fazina
dontistiirlir ve analiz edilmesini saglayan pozitif ve negatif yiikleri kazandirir. Kiitle
analizorii bu yiiklii parcaciklari kuadrupollerde m/z oranlari ve yiiklerine gore ayirir.
Detektor ayrilmis bu molekiillerin iyon enerjilerini elektriksel sinyallere gevirir. Son
olarak yazilim bu sinyalleri alan degerine doniistiirerek okur ve analiz gerceklestirilmis
olur.

S1v1 kromatografisindeki temel ama¢ maddelerin yapilarina gore farkli tutunma
zamanlarinda birbirinden ayrilmasini saglayarak bu maddeleri farkli zamanlarda iyon
kaynagina yollamaktir. Bu amagcla oncelikle analiz edilecek maddeler agisindan
rezoliisyonu 1iyi bir analitik kolon segilir. Maddelerin kolonda hareket etmesini ve farkl
zamanlarda kolonda tutunmasi saglamak tiizere mobil fazlar kullanilir. Bu mobil
fazlarin farkli oranlarda kolona gonderilmesiyle ayrilma saglanmis olur. Mobil fazlarin
farkli oranlarda sisteme gonderilmesini saglayan sistem bilesenleri ise pompalardir.

Iyon kaynaklart maddelerin vakum altinda solventten uzaklastirildig1 ve yapisina
gore yuk kazandirildig: boliimdiir. Maddenin polaritesine gore elektrosprey (ESI) ya da
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kaynaklar1 kullanilmaktadir [76]. Bazi
maddeleri bu iki kaynakta da iyonlasabilmektedir. Bu kisimda maddelerin vakum
altinda efektif olarak buharlastirilabilmesi i¢in akis [0.2-2 mL/dk] belirli bir miktar
araliginda sinirlandirilmistir. Diistik akislarda analit kaybi gozlenirken yiiksek akista

maddenin gaz haline gegmesi engellenmektedir.
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Kiitle analizorleri maddelerin m/z oranlarina gore ayrilmasini saglamak {izere
tasarlanmis manyetik ylizeye sahip iletkenlikleri yiiksek ve metal aginmasina dayanikli
yiizeylerdir. Bu ylizeyler {izerine sirasiyla ya da birlikte RF (Radyo Frekans) ve DC
(Dogrusal Akim) voltajlar1 uygulanir. Bu da analizi istenen molekiillerin hizin1 ve

yorlingesini ayarlamaktadir. Sekil 2-6’da temel kiitle analizor bilesenleri gosterilmistir.

Orifice Parcalanma Hiicresi
f Dedektor

Kuadrupol Kuadrupol

Sekil 2-6 Tandem Kiitle Spektrometresi Genel Goriiniimii [76]

Giris kuadrupoliinde (Q1) analizi hedeflenen yiiklii ana madde segilir. Bu madde
parcalanma hiicresi (Q2) olarak isimlendirilen ikinci kuadrupolde azot gazi altinda
parcalanir ve fragmentlerine ayrilir. Bu fragmentler tiglincii kuadrupolde (Q3) ayni hiza
getirilir ve detektore yollanirlar.

LC-MS/MS sisteminde metodun gelistirilmesindeki en Onemli basamaklar;
analizi yapilacak maddenin Ozelliklerinin tanimlanmasi, maddelerin cihaz {izerinde
optimizasyonu, maddeye 6zgii fragmentlerin belirlenmesi, maddenin yapisina uygun
analitik kolonun belirlenmesi, kolon iizerindeki akis ve sicaklik parametrelerin

belirlenmesinden olusmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu c¢alisma, Adli Tip Kurumu Baskanlhign Kimya Ihtisas Dairesi Enstriimantal

Analiz ve Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Aletler ve Diger Gerecler

Kiitle (MS/MS) Sistem

S1vi Kromatografi(LC) Sistem
Kolon

Yazilim

Buzdolabi1

Derin Dondurucu

Hassas Terazi

Mikro Pipetler

Santrifiij

SPE kartusu

SPE manifoldu

Ultrasonik Banyo

Vorteks

0.22 pum 13 mm PTFE filtre

Cam ve plastik deney tiipleri

ABSCIEX API 5500 Q-Trap
ABSCIEX Eksigent Expert 100 XL
Restek Allure PFP, 4y, 50 mm x 1 mm
Analyst 1.6.2.

Samsung

-

Ugur

Mettler Toledo
Eppendorf

Hettich Rotina 380R
Oasis HLB 3 mL 60 mcg
UCT

Intersonic

VWR

Agela Technologies

3.2. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Amonyak
Amonyum format
Asetik asit
Asetonitril

Etil Asetat

Formik asit
JWH-073 standardi

Merck

Sigma Aldrich
Merck
Panreac
Panreac
Merck
Cayman

JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) standardi Cayman



22

JWH-073 N-biitanoik asit standardi Cayman
Metanol Panreac
THC-d3(IS) Lipomed
Ultra saf su Panreac

3.2.2. Cozeltiler
I¢ Standart (1S) c¢ozeltileri:

Stok IS (10 ug/mlL) ¢ézeltisi: 1mg/mL’lik THC-d3 ¢o6zeltisinden 1 mL alinip
metanol ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

Ara Stok IS (500 ng/mL) ¢ozeltisi: Stok i¢ standart ¢ozeltisinden 500 pL alinip
metanol ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil)
standart cozeltileri:

Ana stok ¢ozeltisi(100 ug/mL): 5 mg standart JWH-073, JWH-073 N-biitanoik
asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) 50 mL metanolde ¢oziildii.

Ara stok ¢ozeltisi (1 ug/mL): Ana ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 100 mL
ye tamamlanmistir.

Kan ve idrar katim 6rneklerinin hazirlanmasi icin:

Kan katim orneklerine eklenecek 0.75; 1; 2.5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500
ng/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmistir:

Idrar katim 6rneklerine eklenecek 1; 2.5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmastir:

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

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

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

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

25 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢dzeltiden 0.25 mL alinip metanol ile

1 mL’ye tamamlanmistir.



23

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

5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ézeltiden 0.5 mL alinip metanol ile
20mL’ye tamamlanmistir.

2.5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢6zeltiden 0.25 mL alinip metanol ile
20 mL’ye tamamlanmustir.

1 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.1 mL alinip metanol ile 10
mL’ye tamamlanmustir.

0.75 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0.075 mL alinip metanol
ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

Tiim standart ¢Ozeltiler taze olarak hazirlanmis ve kullanilana dek +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 tamamlanmistir. Cozeltiler
orneklerin ¢alisildig: giin taze olarak hazirlanmistir.

Mobil Fazlar:

1 M Amonyum format ¢ozeltisi: %99.7 saflikta amonyum formattan 3.17 gr
tartilarak su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Mobil Faz A: 1 M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL ve %99.8 saflikta
formik asitten 2 mL alinarak saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

Mobil Faz B: 1 M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL ve %99.8 saflikta
formik asitten 2 mL alinarak yiiksek saflikta Asetonitril (ACN) ile 1000 mL’ye
tamamlanmustir.

Mobil fazlar her analizden once taze hazirlanmistir ve 10 dk ultrasonik banyoda

bekletilerek degaze edilmis ve kullanilmistir.

3.3. Biyolojik Ornekler
Kizilay Kan Merkezinden bagislanan sodyum floriirlii tiiplere alinan tam kan

ornekleri analiz giiniine dek +4 °C’de muhafaza edilmistir. Idrar rnekleri suistimal
edilen madde kullanim siiphesi olmayan goniilliilerden alinmis ve analize dek +4 °C’de

muhafaza edilmistir.
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3.4. Kan ve Idrar Orneklerin Hazirlanmasi
Bu orneklerin ekstraksiyonunda, laboratuvarimizda sentetik kannabinoidlerin

analizi i¢in 6zel olarak gelistirilmis kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Katim yapilacak kan ve idrar 6rneklerinden 1.2 mL alinarak iizerine 150 pL IS
(500 ng/mL) ile 150 uL istenen konsantrasyonda Standart ¢6zelti karisimi eklenmistir.
1.5 mL hacimdeki bu karisim tizerine 1.5 mL saf su eklenerek ¢alisilacak 6rnek hacmi 3
mL’ye tamamlanmustir. Ornek vorteks yardimu ile 1 dk karistirildiktan sonra 10 dk siire
ile 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Oasis HLB kartusu sirasina gére 1 mL metanol ve 1
mL saf su ile kosullandirilmistir. Ornek kartustan yaklasik 2 mL/dk hizla gegirilmistir.
HLB kartus 1 mL %5°1lik metanol/su (v/v) ile yikandiktan sonra 20 dk siire ile kartustan
azot gegirilerek kurutuldu. Eliisyon 3 mL etil asetatla yapilmistir. Toplanan bu eluent
azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulmustur. ImL mobil faz A ile ¢oziilerek 0.22 p

filtreden gecirilmis ve viale alinarak analize hazir hale getirilmistir.

Matriks bosu olarak kullanilacak orneklerden 1.35 mL alinarak {izerine 150uL
IS (500 ng/mL) eklenmistir. Hazirlanan 1.5 mL Ornek iizerine 1.5 mL distile su
eklenerek toplam drnek hacmi 3 mL’ye tamamlanmistir. Ornek vorteks yardimi ile 1 dk
karistirildiktan sonra 10 dk siire ile 4000 rpm’de santrifiij edilmis ve yukarida katim
ornekleri i¢in aciklanmis yontem uygulanarak analize hazir hale getirilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi Sekil 3-1°de 6zetlenmistir.

1 ml. Metanol
1 mL Saf Su
& Kan/Idrar +IS(150 uL)
- +Saf Su(1.5 mL)
4 %5'lk
= Metanol/Su
f (viv)
Ag 2 »
Kosuﬂandnma ". &! ¥ mL Eﬁl Asetat
<
Yiikleme
Yikama X
-
T
Ehisvon

Sekil 3-1: Kan/idrar 6rneklerinin ekstraksiyon basamaklari
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3.5. LC-MS/MS Sistemi Calisma Kosullar:

3.5.1. Siv1 Sistem Ozellikleri

Akis hizi 1 mL/dk

Analiz siiresi 8 dk

Enjeksiyon hacmi 5uL

Kolon firmi sicakligi 40 °C

Mobil Faz A % 0.2 ( Formik Asit + 2 mM Amonyum Format) (Suda) (v/v)
Mobil Faz B % 0.2 (Formik Asit + 2 mM Amonyum Format) (ACN’de) (v/v)

Tablo 3.1°de UPLC iizerinde uygulanan akis diyagrami gosterilmistir.

Tablo 3-1: LC-MS/MS siv1 sistemi akis ozellikleri

Zaman Tablosu Zaman Akis Mobil Faz Mobil Faz
(dk) (mL/dk) A(%) B(%0)
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
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Hedef iyon tarama zamani 35s

Iyon Kaynag1 Gaz I(GS1) 60 psig,

Iyon Kaynag1 Gaz 11(GS2) 40 psig,

Iyon Kaynag: Sicakligi(TEM) 550 °C,

Iyon Sprey Voltaji(IS) 4500 Volt

Perdeleme Gazi Azot

Perdeleme Gazi(CUR) 20 psig,

Tarama Modu Segili Reaksiyon Goriintiileme (SRM)

Tablo 3-2° de JWH-073 ve metabolitlerine ait MS/MS metot degerleri verilmistir.

Tablo 3-2: JWI—]—O73, Metabolitleri ve IS icin infiizyon sonrasi belirlenmis Molekiiler
Iyon, Prekiirsor Iyon, DP (Kiimelesme Onleyici Potansiyel), EP (Giris Potansiyeli), CE
(Parcalanma Enerjisi), CXP (Parcalanma Cikis Enerjisi) ve Allkonma zamam degerleri.

DP EP CE CXP RT
Madde Transisyon )

v M » % (min)
JWH-073 328.2>155.0/127.1/144.0 80 10  29/53/29 10/8/12 4.71
JWH-073 N-biitanoik asit 358.2>155.0/127.0/144.0 80 10 29/57/37 10/8/8  4.20
JWH-073 N- (4-hidroksibiitil) ~ 344.2>155.0/127.1/144.1 80 10  27/47/41 8/10/8 4.11
IS (A9-THC-ds3) 318.2>196.1/123.1/93.0 110 10  29/47/31 16/12/4 4.82

*[talik fragmentler kantitasyon icin kullamimistir.

JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit, JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) ve THC-d3

standartlarinin inflizyonu ile elde edilen pargalanma spektrumlari sirasiyla Sekil 3-2’de

verilmistir.
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Sekil 3-2: infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis JWH-073 (A), JWH-073 N-
biitanoik asit (B), JWH-073 N-(5-hidroksipentil ) (C) ve THC-d3 (D) maddelerine ait
infiizyon spektrumlari

3.6.

Validasyon Calismalari

Uygulanan yontemin validasyonu FDA Biyoanalitik Metot Validasyonu ve diger

uluslararas1 validasyon rehberlerine uygun olarak yapilmistir [77-82].  Segicilik,

Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi, teshis sinir1 (LOD) ve tayin alt sinirt (LOQ), Geri

kazanim, Kesinlik ve Kkararlilik parametreleri validasyon rehberlerine uygun olarak

caligilmistir.
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3.6.1. Secicilik Calismalar:
Kan ve idrar oOrnekleri biyolojik matriksten kaynaklanabilecek olas1 tiim

girisimler i¢in 10’ar (n>6) kez Orneklenerek LC-MS/MS ile analiz edilmistir.
Spektrumlarda JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil)
maddeler i¢in belirlenmis spesifik alikonma zamanlarinda herhangi bir pik olup

olmadig1 incelenmistir.

3.6.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi
Validasyonu yapilan metodun dogru sonug verdigi aralik belirlenmistir. Kan ve

idrar Orneklerine standart ¢ozeltilerden 0.1; 0.25; 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 25; 50 ng/mL
konsantrasyonlar saglanacak sekilde ilave edilerek 3.4 de anlatildigi sekilde
calisilmigtir. Her bir konsantrasyon basamagi icin biribirinden bagimsiz ikiser kan ve
idrar Orneginin ekstraksiyonu yapilmistir. Her bir analit i¢in elde edilen alan ile IS
arasinda dogrusal bir grafik ¢izilmis ve denklem yazilim tarafindan otomatik olarak

hesaplanmistir. Validasyon rehberine gére belirleme katsayisi (%) >0,99 olmalidir.

3.6.3. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)
Detektor tarafindan tespit edilen en kiicliik sinyalin matriks tarafindan

olusturulan giiriiltiiden (noise) ayirt edilebildigi en diisiik miktar o maddenin teshis
smiridir. Buna ek olarak analiz edilen madde ile ilgili en diisiikk dogru madde miktarinin

hesaplanabildigi konsantrasyon degeri de o maddenin tayin alt siniridir.

Teshis ve tayin alt sinir1 degerleri;

LOD= Xbl + 3 Shl

LOQ= Xbl + 10 Shl

Xbl = Analitsiz 6l¢timlerinin ortalamasi

Sbl = Analitsiz 6l¢iimlerinin standart sapmasi,

formiilleri ile hesaplanmustir.

3.6.4. Geri Kazanim

Geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerlerinin hesaplanmalari
Matuszewski ve ark.’na [81] uygun olarak yapilmistir. Bu kapsamda; Diisiik (0.1
ng/mL), Orta (5 ng/mL) ve Yiiksek (50 ng/mL) konsantrasyonlarinda JWH-073, JWH-
073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) standart ¢ozeltileri ile yapilan

Olgtimler (A), bos kan ve idrar 6rneklerinin ekstraksiyonu sonrasi eluata 0.1 ng/mL, 5
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ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) standartlarinin eklenmesiyle olusan ¢ozeltilerde yapilan
Ol¢timler (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 Olgiimler (C)
degerlendirildi. Bu ¢aligmalar kan ve idrar 6rneklerinde 6 bagimsiz tekrarla yapilmistir.
Matriks Etkisi (%) =B/A x 100

Geri Kazanim (%) =C/B x100

Proses Etkinligi (%) = C/A x 100

Formiilleri ile hesaplanmuistir.

3.6.5. Kesinlik

Kesinlik parametresi calismalar1 giin i¢i (tekrarlanabilirlik) ve giinler arasi
(yeniden iiretilebilirlik) olarak diisiik, orta ve yliksek ii¢ farkli 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. Kararhhk
JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksi biitil)

maddelerinin metanol ve de biyolojik matriksler i¢indeki kararliligi oda sicakligi, +4° C
ve -20 °C sicakliklarinda 20 giin boyunca izlenmistir. Olgiim giinii stok ¢ozeltiden taze

ornek hazirlanarak alan degerlerindeki degisim ol¢iilmiistiir.

3.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 paket programi kullanilmstir.



30

4. BULGULAR

4.1. Metot Validasyonu
4.1.1. Secicilik
3.4 ve 3.6.1.°de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen kromatogramlarda,
maddeler i¢in belirlenen alikonma zamanlarinda bos kan ve idrar orneklerinde hicbir
girigim tespit edilmemistir. Sekil 4-1°de JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit, JWH-073
N-(4-hidroksi biitil) maddelerinin (A) bos ve katim yapilmis (0.25 ng/mL) kanda ve (B)
bos ve katim yapilmig (0.25 ng/mL) idrarda MRM kromatogramlari gosterilmistir.

)
3
Vi ¢
38 40 42 44 46 48
Time, min
‘ 8,04 s
o 6,0e4 . 6.0e4 o 3.0e4
.E:‘wﬂ =40e4 =200
= 2008 = 2004 = 10e4
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42 44 46 48 50 38 40 42 44 46 48 36 38 40 42 44 46
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692 902
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= a0 = =
= = =
= 200 = =
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0 iy, 0 ot 8
42 44 46 48 S50 5 36 38 40 42 44 46
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14 1.8¢5 1,00¢:
1,5¢5
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= = a =3.00e4
Z 5004 = =
= = 504 =
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44 46 48 5.0 52 38 40 42 44 46 48 36 3.8 40 42 44 46
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Sekil 4-1: JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit, JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) maddelerinin (A) bos
ve katim yapilmis (0.25 ng/mL) kanda ve (B) bos ve katim yapilmus (0.25 ng/mL) idrarda MRM
kromatogramlari
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4.1.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi
3.4 ve 3.6.2.°de anlatildig1 sekilde caligilarak elde edilen ornekler ile metodun

dogrusal araliginin hesaplanmasi i¢in 0. 1; 0.25; 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 ve 50 ng/mL
konsantrasyonlar saglanacak sekilde orneklere karsilik gelen pik alanm ile IS pik alam
arasinda grafik ¢izildi. Dokuz farkli konsantrasyonda ikiser 6l¢iim yapildi. Sekil 4-2 ve
Sekil 4-3’te swrasiyla JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) maddeleri i¢in kan ve idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon egrileri

goriilmektedir.

(A) 300 "

374

200

100

0.0 0.5 1.0
Analyte Conc. /IS Conc.

(B) 356
300

0.0 O.5 1.0
Analyvte Conc. / IS Conc.

229
(C) 200

L.

150 -

100 =

50

0.0 O.5 1.0
Analyvte Conc. /IS Conc.

Sekil 4-2: Kanda JWH-073 (A), JWH-073 N-biitanoik asit (B) ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) (C) maddeleri icin kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4-3: idrarda JWH-073 (A), JWH-073 N-biitanoik asit (B) ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) (C) maddeleri i¢in kalibrasyon egrileri.

JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) i¢in kan ve

idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon egrilerinin denklemi, lineer dinamik araligi ve

belirleme katsayilar1 Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) i¢cin kan
ve idrarda cizilmis olan kalibrasyon egrilerinin denklemi, dogrusal arahg: ve belirleme

katsayilar

Madde Dogrusal Aralik | Denklem Korelasyon Katsayisi(r®)

> JWH-073 0.1-50 ng/mL | y=316x+1.06 0.998

;2 JWH-073 N-biitanoik asit 0.1-50 ng/mL | y=345x+1.59 0.998
JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) 0.1-50 ng/mL | y=221x+1.54 0.997

& | JWH-073 0.1-50 ng/mL | y=270x+1.07 0.998

é JWH-073 N-biitanoik asit 0.1-50 ng/mL | y=536x+0.38 0.997

£ JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) 0.1-50 ng/mL | y=188x+0.15 0.995
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4.1.3. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Stmr1 LOQ)
3.4 ve 3.6.3.’de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen, S/N (Sinyal/Giirtiltii)

orani en az 3 sartin1 tastyan kan (0.1 ng/mL) ve idrar (0.075 ng/mL) ornekleri ile
JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) i¢cin LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir. Sekil 4-4’de katim yapilmis

calisilarak (n=10)

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

3.0e4 (A) S/N =196.3 3.0¢4 S/N = 173.4
& 20e4 & 0w o
= =
S 10e4 S 1.0e4
0.0 s . i 0.0 5 =
44 4.6 48 5.0 52 54 3.8 40 42 44 4.6 48
Time, min Time, min
1.9e4
©) S/N = 146.6 6.0e4 (D) S/N = 550.8
1.5¢4
& 2 40e
E.:‘ 1.0e4 2;
2 5000.0 2 20
(.0 bt B 00 J.
3.6 3.8 4.0 42 44 46 44 46 438 5.0 59 54
Time, min Time, min

Sekil 4-4: Katim yapilmis kan orneginde JWH-073 (A), JWH-073 N-biitanoik asit (B),

JWH-073 N-(5-hidroksipentil )(C) ve THC-d3 (D) i¢in S/N degerleri (0.1 ng/mL)



34

Sekil 4-5’de katim yapilmig idrarda 0.075 ng/mL’de analitlerin S/N degerleri

gosterilmistir.
1864 S/N =107.7 1564 S/N =1104
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Sekil 4-5: Katim yapilmis idrar orneginde JWH-073 (A), JWH-073 N-biitanoik asit (B),
JWH-073 N-(5-hidroksipentil )(C) ve THC-d3 (D) i¢in S/N degerleri ( 0.075 ng/mL)

Tablo 4-2’ de analiz edilen JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-
(4-hidroksibiitil) maddeleri i¢in kan ve idrarda elde edilen LOD ve LOQ degerleri

verilmistir.

Tablo 4-2: JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil)
maddeleri i¢in kan ve idrarda elde edilen LOD (ng/mL) ve LOQ (ng/mL) degerleri (n=10)

KAN IDRAR
Madde
LOD LOQ LOD LOQ
JWH-073 0.13 0.17 0.09 0.13
JWH-073 N-biitanoik asit 0.12 0.17 0.09 0.13
JWH-073 N-(4-hidroksi biitil) 0.12 0.16 0.08 0.11




4.1.4. Geri Kazanim
3.4 ve 3.6.4.’de anlatildig1 sekilde, dogrusal aralik i¢inde bulunan en diisiik, orta
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ve en yiiksek konsantrasyonlarda yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen geri

kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri sirasiyla Tablo 4-3 ve 4-4’de

verilmistir.

Tablo 4-3: Kanda (0.1, 5 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda) geri kazanim, matriks etkisi
ve proses etkinligi degerleri (n=6).

Madde Geri Kazanim Matriks Etkisi Proses Etkinligi
JWH-073 75 79 85 106 95 92 79 75 78
JWH-073 N-(4-
hidroksibutil) 8 88 91 95 92 97 | 81 81 88
JWH-073 N-bitanoik asit 77 83 86 101 94 96 78 78 83

Tablo 4-4: idrarda (0.1, 5 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda) geri kazamim, matriks
etkisi ve proses etkinligi degerleri (n=6).

Madde Geri Kazamim Matriks EtKisi Proses Etkinligi
JWH-073 82 88 95 93 99 100 76 86 94
JWH-073 N-(4-hidroksibitil) 87 92 94 110 94 99 95 86 92
JWH-073 N-biitanoik asit 84 90 94 104 95 96 87 86 90

4.1.5. Kesinlik

3.4 ve 3.6.5.°de anlatildigi sekilde ¢aligsilarak kan ve idrar igin hesaplanan

kesinlik parametresi ve dogruluk degerleri Tablo 4-5 de ve Tablo 4-6’da verilmistir.

Tablo 4-5: Kanda (0.1, 5 ve 50 ng/mL Kkonsantrasyonlarinda) giin ici Kkesinlik ve
dogrusallik degerleri (n=10).
- o < <o
Madde Kesinlik (CV, %) Dogruluk (Bias, %)

Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
JWH-073 80 47 33|79 42 22|53 31 20|31 25 18
JWH-073 N-biitanoik asit 86 30 28|77 32 31|31 29 25|37 24 19
JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) | 6.1 44 27|61 78 41|39 25 15|22 22 16
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Tablo 4-6: idrarda (0.1, 5 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda) giin ici kesinlik ve
dogrusallik degerleri (n=10).

Madde Kesinlik (CV, %) Dogruluk (Bias, %)
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinlerarasi
JWH-073 56 49 48|66 53 40|46 32 25|30 34 21
JWH-073 N-biitanoik asit 73 49 30|65 43 87|45 40 30|32 35 27
JWH-073 N-(4-hidroksibiitil) | 58 3.0 38 |56 43 6120 20 21|13 18 19

4.1.6. Kararhhk
3.4 ve 3.6.6.’de anlatildig1 sekilde yapilan kararlilik ¢alismalarinda metanolde,

kan ve idrar 6rneklerinde -20 °C , +4° C ve oda sicakligi’nda bekletilmis standartlarin 1,
2, 3, 5 ve 20. giinlerde 6l¢timleri yapilmis ve ayni giin taze hazirlanmis taze ¢ozeltilerin
alanlar1 ile karsilastirilmistir. Orneklerde izlenen aralikta alan degerlerinde anlaml bir

alan degisikligi (> 10) izlenmemistir.
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5. TARTISMA

Esrar ve benzeri maddeler psikoaktif etkileri nedeniyle yiizyillardir suistimal
edilmektedir. Madde suistimalinin Onlenmesi amaciyla alinan tedbirlere ve yasal
diizenlemelere karsin psikoaktif maddelere siirekli yenileri eklenmektedir. Mevcut
psikoaktif maddelerin etkiledigi reseptorler {izerinde benzer etkiyi saglayan bu yeni
tasarim maddelerinin piyasaya arz siireci yasa koyucularin yasaklama siirecinden daha
hizl1 olmaktadir.

Yeni nesil psikoaktif maddelerin 6nemli bir grubunu sentetik kannabinoidler
olusturmaktadir. Sentetik kannabinoidler ilk kez 1996 yilinda ortaya c¢ikmistir. Bu
tarihten itibaren “spice” > Bonzai’” ve “K2” gibi degisik isimler altinda satislar1 devam
etmektedir. Igeriginde tespit edilen madde yasa kapsamma alindiginda yerini yeni bir
madde almaktadir.

Sentetik kannabinoidler iiretim tarihlerine ve yapilarina gore jenerasyonlar
halinde smiflandirilmiglardir. 2009 yilinda JWH 018, JWH 073, JWH 250, CP 47,497
maddeleri tespit edilmis ve ilk jenerasyon olarak kabul edilmislerdir. 2014 Ocak ayinda
piyasada yer bulan THJ-018 ise yedinci jenerasyondur. 2009 ve 2014 yillar1 arasinda
yiizlerce madde sentezlenmis ve diinya ¢apinda pazarlanmistir.

Sentetik kannabinoidlerin sentezlenmesi klasik suistimal edilen maddelare
nazaran oldukc¢a kolaydir. Bu yiizden sentezleri merdivenalti olarak tabir edilen
laboratuvarlarda gerceklestirilmekte, sonrasinda aseton veya metanol gibi organik
¢oziiciilerde ¢oziindiiriilerek tiitsii benzeri bitkisel {iriinler iizerine spreylenmektedir.
Spreyleme islemi sirasinda etken maddenin bitkisel {iriin {izerinde homojen bir sekilde
dagilimi miimkiin olmadigindan sentetik kannabinoid tasiyan iiriinler arasinda etken
madde miktar1 agisindan biiylik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Etken madde
konsantrasyonuna ve kisisel duyarliliga bagli olarak da goriilen advers etkiler ve
siddetleri degisebilmektedir. Bunun yani sira psikoaktif etkiyi arttirmak ya da yan
etkileri maskelemek amaciyla iriinlere piiskiirtiilen diger ilag etken maddeleri, bitki
pargalarinin igeriklerindeki dogal maddeler veya pestisit kalintilar1 ile agir metal
kirlilikleri toksiste agisindan diger 6nemli risk faktorleridir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda sentetik kannabinoidlerin toksik etkileri ile
ilgili az sayida galismaya rastlanmistir. Maddelerin farmakolojik ve psikoaktif etkilerine

iligkin bilgiler genellikle gozlemlere ve kullanicilarin ifadelerine dayanmaktadir. Bu
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maddelerin giderek artan popiilariteleri ve yaygin kulllanimlart bitkisel {iriinlerde ve
biyolojik Orneklerde analiz edilmelerini zorunlu kilmaktadir. Yarilanma siirelerinin
oldukca kisa olmalar1 nedeniyle biyolojik ©Orneklerde analiz edilebilmeleri igin
metabolitlerinin bilinmesi gerekmektedir. Klasik suistimal edilen maddelerin aksine
sentetik kannabinoidlerin immunoassay yontemlerle tespit edilmesi miimkiin degildir.
Sentezlenen ve pazarlanan yiizlerce maddeden ¢ok kiigciik bir kismi immunoassay
yontemi ile tespit edilmektedir. Ancak yontemin spesifik olmamasi ¢ok fazla yanlis
pozitif sonucglara yol agmaktadir. Bu nedenle dedeksiyon limiti diistik, hizli ve secici
metotlarin gelistirilmesi olduk¢a dnemlidir.

Sentetik kannabinoidlerden JWH-073 2008 sonunda ilk olarak Almanya’da
tespit edilmis ve 2009 basindan itibaren pek cok iilkede yasakli maddeler listesine dahil
edilmistir. JWH-073 Tiirkiye’de ilk kez 2010 yilinda tespit edilmistir [67]. 2011 yil1
Subat ayinda diger sentetik maddelerle birlikte yasa kapsamina alinmistir. JWH-073 ile
ilgili ilk arastirmalar maddenin bitkisel iceriklerde tespiti ilizerine yogunlasmistir. Bu
calismalarda LC ve GC sistemleri tercih edilmis [16, 18, 20-52], yontemlere yardimci
olmak amaciyla TOF-MS ve NMR sistemleri kullanilmustir [20, 43].

JWH-073 kullaniminin ve etkisi altinda suga karigma ihtimalinin incelenmesi
amacityla maddenin biyolojik Orneklerde aranabilmesi i¢in analitik metotlar
gelistirilmistir. In vitro [51,52] ve in vivo [42-50] caligmalarda JWH-073 kullaniminda
en sik saptanan metabolitlerin  JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) oldugu goriilmistiir. Bu ¢alismalarda LC ve GC sistemleri kullanilmigtir.

JWH-073’tin kan ve idrarda tayini ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukga siirlidir.
Tespit limiti, segicilik, hiz ve maliyet gibi parametreler de géz oniine alinarak genelde
LC sistemler tercih edilmistir [28-52].

Bu ¢alismada JWH-073 ve metabolitleri JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073
N-(4-hidroksibiitil)” in kan ve idrarda tayinleri i¢in kati-faz ekstraksiyonu ve LC-
MS/MS yonteminin kullanildigr tespit siniri diisiik, secici, hizli ve ekonomik bir metot
gelistirilmistir.

Calismada ilk olarak secicilik parametresi arastirilmistir. Bos kan ve idrar
orneklerinde ilgili maddelerin belirlenmis alikonma zamanlarindaki olas1 girisimler
incelenmis ve herhangi bir girisim saptanmamustir.

Literatiirde JWH-073’in sivi-sivi ekstraksiyonu ya da kat1 faz ekstraksiyonuyla
serumda ve kanda LC-MS/MS ile yapilan analizlerinde bulunan LOD degerleri 0.005
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ng/mL, LOQ degerleri ise 0.008 ng/mL ile 1 ng/mL arasinda degismektedir [38, 39].
Caligmamizda tam kanda JWH-073 icin tespit edilmis olan LOD degeri (0.13 ng/mL)
ve LOQ degeri (0.17 ng/mL) yapilmis olan diger ¢alismalarla uyumludur.

Poklis ve ark.’lar1 JWH-073’e maruz biraktiklar1 farelerin kan diizeylerini LC-
MS/MS ile izlenmisler ve maddenin yarilanma omriiniin esrardan daha kisa oldugunu
saptamiglar, buna ek olarak 20 saat sonra yapilan dl¢iimlerde beyin dokusunda JWH-
073’e rastlamamislardir [39]. Maddenin kisa silirede metabolize olmasi biyolojik
orneklerde tespit edilmesini zorlastirmaktadir. Bu yiizden analizlerde hedef, maddenin
Faz | ve Faz Il metabolitlerinin tespit edilmesidir. Gelistirdigimiz yontem ile JWH-073
maddesinin kanda ve idrarda JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil)
metabolitleri ile birlikte daha giivenilir ve kesin olarak tayini yapilabilmektedir.

Literatiirde rastlanan ¢alismalarda JWH-073 ile ana metabolitleri olan JWH-073
N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-hidroksibiitil)’in idrarda LC-MS/MS ile yapilmis
olan analizlerinde metabolitler i¢in bulunan LOD degerleri 0.025 ng/mL ile 0.1 ng/mL
arasinda, LOQ degerleri ise 0.1 ie 2.5 ng/mL arasindadir [47, 49, 50]. Caligmamizda
JWH-073 ve metabolitleri i¢in tespit edilmis olan LOD degerleri (0.08-0.09 ng/mL) ve
LOQ degerleri (0.11-0.13 ng/mL) arasinda degismekte olup literatiir sonuglar1 ile
uyumludur.

Calismamizda JWH-073, JWH-073 N-biitanoik asit ve JWH-073 N-(4-
hidroksibiitil) maddelerine ait kanda ve idrarda olusturulmus kalibrasyon egrilerinin
korelasyon katsayilart (r’) degerleri 0.995-0.998 arasinda degismekte olup ideal
korelasyon katsayisi degeri olan 1 e olduk¢a yakindir. Dogrusal aralik degeri tiim
analitler i¢in 0.1-50 ng/mL’dir.

Kan ve idrar icin ortalama geri kazanim degerleri %75-95 araliginda
degismektedir. Bu maddeler i¢in ayrica matrik etkisi ve proses etkinligi degerleri de
Ol¢iilmiistiir. Giin igi ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda CV degerleri
%10°dan kii¢iik bulunmustur. Kan, idrar ve metanolde yapilan kararlilik ¢alismalarinda
katim yapilmis Orneklerde ve standartlarin taze hazirlanan Orneklerle yapilan alan
karsilagtirmasinda  %10’dan biiylik bir degisim gozlenmemistir. Tiim validasyon

sonuglart literatiir ve uluslar aras1 kabul kriterleri ile uyumludur [77-82].
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Adli Tip Kurumu Kimya ihtisas Dairesi’nde Agustos 2012-Subat 2015 tarihleri
arasinda validasyonu yapilan bu metod ile 1856 adli olgu ile yapilan ¢alismada pozitif
olgularin %5’inde JWH-073 metabolitlerinden en az bir tanesi tespit edilmistir.

Bu ¢alisma, JWH-073 ve metabolitlerinin tam kanda ve idrarda birlikte analiz
edildigi ilk caligmadir. Belirsizlik degerleri diisiik, dogrusal aralig1 genis, geri kazanim
degerleri yliksek ve analiz siiresi olduk¢a kisadir. Gelistirilen ve validasyonu yapilan bu
yontemin JWH-073 ve ana metabolitlerinin kan ve idrar 6rneklerinin izlenmesinde ve
madde kaynakli 6liimlerin tespitinde faydali olacagr diistiniilmektedir. Ayrica kan ve
idrar Orneklerinde metabolitlerin de tayin ediliyor olmasi yontemin Onemli bir

avantajidir.
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