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OZET

Yiksek Lisans Tezi

JWH-122 VE JWH-122 N-(4-HIDROKSIPENTIL) METABOLITININ LC-MS/MS
ILE KANDA TAYINI

Murat YILMAZ

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. Nuriye AKBAY

Kannabinoidlerin kullanim: kemoterapi tedavisi goren hastalarda istenmeyen
yan etkilerin olusumunu engellemek icin laboratuvarda sentezlenmeleri ile baglamistir.
Son yillarda uyusturucu kullaniminda sentetik kannabinoidlerin (SK) o6ne ¢iktigi
goriilmektedir. Sentetik kannabinoidler organik bir ¢oziicii igerisinde ¢oziilerek bitkisel
orneklerin {izerine farkli derigsimlerde piskiirtiillerek kullanilir. Her bir ambalaj
icerisinde ayni derisimde olmadiklar takdirde sentetik kannabinoid kullanimi dliimlere
sebep olabilmektedir. Sentetik kannabinoidlere 6zgii diizenlemelerin bulunmamasi
kullanimlarinin giinden giine artmasina neden olmaktadir. Artan tiiketimleri ile birlikte
dozaj ve igerik agisindan yapilarinin tam olarak bilinmemesi ciddi bir problem haline

gelmektedir.

JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddelerinin s1vi-sivi ekstraksiyonunu
takiben LC-MS/MS analizi ile kanda tayini ve kantitasyonu amaciyla sipesifik ve
giivenilir bir metot gelistirilmistir. Metodun dogrusallik (0.05 — 50 ng/mL), secicilik,
giin i¢i ve giinlerarasi kesinlik (< 10%), geri kazanim (% 70-80), teshis sinir1 (LOD)
(0,041-0,061ng/mL), ve tayin alt siir1 (LOQ) (0,058-0,076ng/mL) parametreleri
acisindan validasyonu yapilmistir. Ayrica matriks, stabilite ve proses etkileri de

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil), LC-MS/MS, kan
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION of JWH-122, JWH-122 N-(4-hydroxypentyl) in BLOOD by LC-
MS/MS

Murat YILMAZ

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Nuriye AKBAY

Usage of cannabinoids has been started by synthesis in laborotories to prevent
the undesirable side effects of chemotheraphy on patients. Synthetic cannabinoids (SC)
are taking place on the frontline of drug use. Synthetic cannabinoids are used by
spraying on vegetative samples in different concentrations after solvation in an organic
solvent. Synthetic cannaboids can cause death in case it has different concentrations in
every package. The lack of specific regulations for cannaboids provides an oppurtunity
increase of usage day by day. Associated with increase consumption of cannaboids,

unclear knowledge of their dosage and content are becoming a serious problem.

A specific and reliable method has been developed for the detection and
quantification of JWH-122, JWH-122 N-(4-hydroxypentyl) in blood using solid-phase
extraction followed by LC-MS/MS analysis. The method has been validated in terms of
linearity (0.05 — 50 ng/mL), selectivity, intra-assay and inter-assay precision (< 10%),
recovery (% 70-80), limits of detection (LOD) (0,041-0,061ng/mL), and quantification
(LOQ) (0,058-0,076ng/mL). Matrix effects, stability, and process efficiency were also

assessed.

Key Words: JWH-122, IWH-122 N-(4-hydroxypentyl), LC-MS/MS, blood
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1.GIRIS

Anavatan1 Orta Asya olan kenevir genis kullanim alani ile dikkat ¢eken bir bitki
tiriidiir. Kenevirin saplarindaki liflerden iretilen iplik dokuma ve kumas yapiminda
kullanilmaktadir. Liflerinin uzun ve dayanikli olmasi nedeni ile elde edilen iplik
Ozellikle halat ve ag yapiminda tercih edilmektedir. Tip ve kozmetik alaninda
yapraklarindan faydalanilan bitkinin tohumunun yagl olmasi yakit olarak kullanimina
da olanak saglamaktadir. Bunlarin yanisira tohumlarindan boya ve sabun yapiminda
faydalanilirken bitkisel hammadde olan hamurlu kismi ise kagit yapiminda
kullanilabilmektedir. Seliiloz bakimindan zengin bir odunsu bitki olan kenevirin bir

dontimiinden elde edilen kagit hamuru 4 doniim agaca denk gelmektedir.

Ilk olarak 1930'larda ABD'de ¢ikarilan "Marihuana Vergi Yasasi" ile
yetistirilmesine kisitlamalar getirilen kenevir zamanla tiim diinyada yasaklanmistir.
Kenevir liretiminin yasaklanmasinda onciiliikk eden gruplarin petrol ve ila¢ endiistrisiyle
baglantili oldugu diisliniilmektedir. Disi kenevirin goncali iist kisimlarinda yiiksek
oranda bulunan ve yaygm adi esrar olan tetra-hidro-kanabinol (THC) maddesi bu
bitkinin yasaklanma nedeni olarak gosterilmektedir. Buna karsin Hollanda'da kullanimi1

ve yetistirilmesinin serbest oldugu bilinmektedir.

Kenevir bitkisinin “Cannabis sativa/Cannabis indica/Cannabis ruderalis” gigeklerin-
den ve tohumlarindan elde edilen esrar, bitkinin kullanildiginda insana keyif ve
sarhosluk hissi veren kisimlaridir. Eldesi ise kenevir bitkisinin “Cannabis
sativa/Cannabis indica” tiirlerinin disi eseyli bitkilerinin somek ad1 verilen tohumlarinin
islenmesi  ile  gergeklestirilir. Esrarda en fazla bulunan ve esrarin
farmakolojik etkilerinden sorumlu olan etkin ana madde A9-Tetrahidrokannabinol (A9-
THC) diir. Isleme esnasinda disi kenevir bitkisinin THC igeren kisimlari golgede
kurutularak ezilir. Ezilen bitkinin elenmesi ile ince toz halindeki kisim ayrilir. Bu eleme
sonucu elde edilen ince toz halindeki madde "toz esrar" olarak adlandirilir. Bu tozun
isitilip kalip haline getirilmesi ile elde edilen plaka seklindeki haline de "takoz esrar"
ad1 verilir. En ince toz elekten gegirilince altta kalan esrar birinci kalite esrardir. Bu
esrara kubar olarak adlandirilir. Giiniimiizde iireticilerin kendilerine 6zel tirettikleri esrar
disinda piyasada tek kalite esrar bulunmaktadir. Bunun nedeni eleme isleminde zaman

kazanmak i¢in tek elek tipi kullanilmasidir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Çiçek
https://tr.wikipedia.org/wiki/Çiçek
https://tr.wikipedia.org/wiki/Tohum
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hint_keneviri
https://tr.wikipedia.org/wiki/Farmakoloji
https://tr.wikipedia.org/wiki/THC
https://tr.wikipedia.org/wiki/THC
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kubar

Diinya genelinde esrar farkli isimlerle karsimiza ¢ikmaktadir. Kuzey Amerika'da
esrar yerine Meksika’dan gelmis olmasi nedeni ile Ispanyolca bir kelime olan
marihuana kullanilir. Jamaika'da ganja, Fransa’da ise gannavuri olarak bilinir.
Ulkemizde ise ot, cigaralik, derman, tek/cift kagith, gogo, iiclii gibi adlar kullanilir.
Ancak bu tanimlamalarin bazilar1 esasinda kenevirin terciimesidir. Bu yiizden kenevir

ve esrar dilimizde hep birbirine karistirilir (Gunderson 2012).

Esrar, agiz yoluyla veya sigara icinde inhalasyonla alinir. A§iz yolundan
alindiginda etkisi 3-4 saatte belirginlesirken, inhalasyon yoluyla etkisi hemen baglar.
Esrarin etkin maddesi olan THC lipofilik bir maddedir ve karacigerde dnemli Olciide
metabolize edilir. Yag dokusunda birikim 6zelligine sahip olan maddenin eliminasyon
yarilanma Omrii yaklagik 30 saatdir. Karacigerde aktif metaboliti olan 11-Hidroksi-
THC’ye ve bazi inaktif metabolitlere doniisiir. Metabolitler viicuttan idrarla ve biraz da

safra ile atilir (Uzbay 2006).

Esrar kullanimina baglh aclik, agiz kurulugu, gozlerde kizarma kan basincinin
artmasi ve alinan miktara bagl olarak ¢arpint1 sik goriilen etkilerdir. Bazi kullanicilarda
dikkat ve tepkilerde yavaslamaya sebep olurken bazilarinda ise bunun aksine kaygi,
yogun korku hissi, sikint1 veya panik ataklara yol agabilir. Esrarin kronik kullaniminda
erkelerde testesteron diizeyi ve sperm sayisinda azalma, kadinlarda kisirlik ve yeni

dogan bebegin diisiik dogum agirligina sahip olmasi gozlenen etkilerdendir.

Esrarin kisi tizerine etkisi bir¢ok degiskene baglidir. Bunlardan bazilari igilecek
esrarin giicii, icecek olanin esrardan beklentisinin ne oldugu, beraber alinan alkol ya da
baska maddenin varligi ve kullanicinin esrar1 alig seklidir. Esrarin huzursuzluk,
uykusuzluk ve tahammiilsiizliik gibi psikolojik ve fizyolojik yoksunluk belirtileri vardir.
Bunlarin yanisira tagikardi, hipertansiyon, goz i¢i basincinda azalma, dis uyaranlari
algilamada giigliikler, hafiza kayb1 ve zaman algisinin kaybolmasi gibi etkileri de
bilinmektedir (Vural 2002).

Kenevir igerisindeki THC ilk olarak 1964 yilinda Raphael Mechoulam ve
arkadaslar tarafindan bitkiden izole edilmis ve tanimlanmistir (Castaneto vd. 2014).
1980’li yillarda kannabinoid reseptorlerinin kesfi ise terapotik amagla kullanimlarinin
arastirilmast glindeme gelmistir. Analjezik ve antienflamatuar gibi etkileri olan ve

esrarin yan etkilerine sahip olmayan kannabinoid reseptor agonistlerilerinin tiretimleri
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Kuzey_Amerika
https://tr.wikipedia.org/wiki/Jamaika
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kenevir
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kenevir

icin ¢alismalar yapilmistir (Lindsay vd. 2012). Kannabinoidlerin sentezi kemoterapi
tedavisindeki kusma ve asir1 kilo kaybi gibi yan etkileri azaltmak {izere tasarlanan
maddelerin arastirilmasi sirasinda gerceklestirilmistir. Uzun yillar kotiiye kullanimlari
diisiik seviyede olsada bu kesif son yillarda biiyiik artis gosteren yeni psikoaktif madde
tiretiminin temeli sayilabilir. Literatiirde 1997 yilindan bu yana 200’den fazla yeni
psikoaktif madde tanimlanmistir. 1990’11 yillarda tanimlana JWH maddeleri olarak
bilinen naftoilindoller, naftoilpiroller ve kannabinoid reseptdr aktivitesine sahip
maddeler sentetik kannabinoidlerin (SK) temel bilesni haline gelmistir. Piyasada yasal
kafa yapicilar olarak karsimiza ¢ikan SK’ler son yillarin krizi haline gelmistir. Klasik
kannabinoidler THC’nin dibenzofuran yapisinin kirilmasiyla sentezlenmistir (Young
vd. 2012). Endokannabinoid esrara benzer olarak CB1 ve CB2 reseptorlerinin tizerinde
de etki gostermektedir (Znaleziona vd. 2015). Maddeler kimyasal yapilar1 esrara

benzerlik gosremesede farmakolojik etkileri esrara benzerdir (Wiebelhaus vd. 2012).

2004 yilinda ilk olarak “K2” ve “spice” isimleriyle ilk sentetik kannabinoid
iceren bitkisel {iriinler piyasaya siiriilmiistiir (Vardakou vd. 2010). Internet iizerinden
satiglart yapilan bu maddeler “legal high” ya da “herbal incense” isimleri ile piyasada
satilmiglardir (Fantegrossi vd. 2014) Her ne kadar satig1 yapilan triinlerin tizerlerinde
“insan tiikketimi i¢in degildir” ibaresi bulunsada kulaktan kulaga yayilarak tiiketimi
artmistir. Ambalajlarin iizerine igeriklerinin yazilmasi zorunlu olmadigindan yasal
denetimleri kandirmak kolay olmustur. Uzerlerinde farkli kelimeler kullanilarak
satisginin yapilmasi1 da kullanan kisilerde “zararsiz” izlenimi yaratmaktadir. Sentetik
kannabinoidler organik solventler ile ¢oziindiiriildiikten sonra bitkisel karigimin iizerine
spreylenir ve kurutularak ambalajlanir. Bu islemler merdiven alti1 olarak tabir edilen
yerlerde yapildiginda spreyleme isleminin sonucunda degisik derisimlerde tiriinler
ortaya ¢ikmaktadir. Spreylenen maddenin derisimlerinin farkli olmasindan dolay1, ayni
isimli {rtiniin farkli yan etkilerinin olabilecegi hatta 6liimle sonuglanacak toksik
etkilerin ortaya ¢ikabilecegi géz oniinde bulundurulmalidir. Uretimlerinin ve eldelerinin
oldukga kolay ve ucuz olmasi sentetik kannabinoidleri uyusturucu kullanmaya egilimli

geng ve ergenler arasinda cazip hale getirmektir.

Kalp ve merkezi sinir sistemi tizerindeki toksik etkileri belirlenen bu madderi
kullannan kisilerin hastaneye basvurular1 ve 6liimleri giin gegtik¢e hizli bir sekilde artis

gostermektedir (Seely vd. 2012). Amerikan Zehir Kontrolii Dernegi’ne (AAPCC)

3



sentetik kannabinoid zehirlenmesi sebebi ile 2009 yilinda 53 bagvuru yapilmigken,
sentetik kannabinoid zehirlenmesi sebebi ile 2011 yulinda 1300 basvuru yapilmistir
(Fattore vd. 2011). ABD’ de acil servislere sentetik kannabinoid kullanimi ile alakali
basvurularda ¢ocuk ve gencler cogunluktadir. 2010 yilinda madde kullanimina bagl
bagvurularin dortte tiglinii 12-19 yas arasindaki ¢ocuklar olusturmaktadir (Anonim
2015a)



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sentetik Kannabinoidler

Sentetik kannabinoidler genel olarak, Avrupa’da “Spice”, ABD’de “K2”,
Tiirkiye’de ise “Bonzai” ya da “Jamaika” olarak adlandirilirlar. Tipik olarak, otsu
bitkilerin olusturdugu karigimin {izerine piiskiirtiilmek sureti ile olusan ve bir kag¢ farkli
SK’i igeren ve daha sonra bunlar1 kullananlar tarafindan kannabise benzer bigimde
igilen “bitkisel sigara karisimlaridir” (Vardaku vd. 2010 ve Auwarter vd. 2009). Bunlar
Avrupa, ABD ve Japonya’da internet iizerinden temin edilerek cok yaygin olarak
kullanilmaktadir. “Spice” tipi sentetik kannabinoidlerin ambalajlarinin {izerinde “bitki
karisimlar1” ve “insan tiiketimi i¢in degildir” seklinde bir ibareler bulunmakta ve tiitsii
ya da bitki biiyiime diizenleyicisi gibi farkli amaglar icin {iretilmis gibi
pazarlanmaktadir. Bu karigimlarin tamamen bitkisel oldugu sdylensede SK reseptor
agonistleriyle karistirildiklari igin tiiketilmelerinden sonra giiglii bir kanabimimetik etki
gostermektedirler (Auwarter vd. 2009). Miktar ve igerik agisindan yapilari tam olarak
bilinmeyen bu maddelerin yaygin kullanimi ve bu maddelere 6zgili diizenlemelerin
bulunmamasi kotiiye kullanilan tasarim maddeler olarak SK’lerin tiiketimini biiyiik
oranda arttirmaktadir. Bu durum kamu sagligi kurumlari igin giinden giine daha ciddi

bir problem haline gelmektedir (Merola vd. 2012)

Sentetik kannabinoidler birbirilerine benzer kimyasal yapilari olan maddelerdir.
Insan hiicrelerinde bulunan CB1 veya CB2 olarak bilinen kannabinoid reseptdrlerine
baglanabilen yapisal 6zellige sahiptirler. CB1 reseptorii ¢ogunlukla beyin ve omurilikte
yer alir. Kannabisin karakteristik, fizyolojik ve o0zellikle psikotropik etkilerinden
sorumludur. CB2 reseptorii daha ¢ok dalakta ve immun sistem hiicrelerinde yer alir.
Immun diizenleyici etkilere aracilik eder. Sentetik kannabinoidler fonksiyonel olarak
kannabisteki ana aktif maddeye benzerdir ve sigara gibi igildiginde marihuananin
etkisini taklit eder. Bu maddeler kannabinoid reseptdr agonistlerine daha fazla
egilimlidir ve son 40 yidir agriy1 dindirme amagli terapotik ajanlar olarak
gelistirilmislerdir. Baz1 sentetik kannabinoidler CB1 ve CB2 reseptorlerine THC’den
daha yiiksek veya es afinite gosterirler. Ancak bu ilaglarin psikoaktif etkilerinden

selektif terapdtik ozelliklerini izole etmek ¢ok zordur. Ayrica bu ilaglarin kannabislerden



daha potent oldugu bulunmustur (Seely vd. 2011).

Sentetik kannabinoidler molekiillerin kimyasal yapilarina gore asagidaki sekilde
siiflandirilir (Gluodenis, 2011, Penn vd. 2011).

Klasik sentetik kannabinoidler: THC, kannabisin diger bilesenleri ve onlarla yapisal
olarak iliskili sentetik analoglart HU-210, AM-906, AM-411 ve O-1184

Klasik olmayan sentetik kannabinoidler: Siklokekzilfenol veya CP-47,497-C8; CP-
55,940; CP-55,244 gibi 3-arilsiklohekzanoller

Hibrid kannabinoidler: Klasik olan veya olmayan kannabinoidlerin yapisal

ozelliklerinin kombinasyonlar1t AM-4030

Aminoalkilindoller (AAls): Naftoyilindollere boliinenler (JWH-018, JWH-073, JWH-
398, JWH-015, JWH-122, JWH-210, JWH-081, JWH-200, WIN-55,212);
fenilasetilindoller (JWH-250, JWH-251); naftilmetilindoller ve benzoilindoller
(pravadoline, AM-694, RSC-4)

Endokannabinoidler: ~ Anandamide ve onlarin  sentetik  analoglart  gibi

endokannabinoidler (methanandamide)

Digerleri: Diarilpirazoller (selektif CB1 anta-gonisti Rimonabant), naftoilpiroller (JWH-
307), naftilmetilindenler ~ veya  naphthalene-1-yl-(4-pentyloxynaphthalen-1-yl)
methanone (CRA-13), indazol karboksamid (APINICA)

Yeni nesil sentetik kannabinoidlerin genel yapist Sekil 2.1°de goriilmektedir.
Yeni maddelerin sentezinde farkli alkil gruplarinin yapiya girmesi yeterli oldugundan

tiretimleri ¢cok kolay hale gelmektedir.



A1 Maddenin Adi R1 R2 R3
AM-1220 H 1-metil-2-piperidin [H
AM-2201 H 4-florobutil H

OO JWH-015 H C2H5 CH3

R3 JWH-018 H C4H9 H
~ o JWH-073 H C3H7 H
/N JWH-081 CH30 C4H9 H
R2 JWH-122 CH3 C4H9 H
JWH-210 H C2H5 H
JWH-398 Cl C4H9 H

Sekil 0.1 Farklr alkil gruplarinin yapiya girmesi ile olusan sentetik
kannabinoid c¢esitliligi.

Hem sentetik kannabinoidler hem de A9-THC esas olarak CB1 ve CB2
reseptorleri lizerine etki etse de kimyasal ve farmakolojik olarak farklidirlar. A9-
THC’in kismi agonist plato etkisi vardir ve kullanilan madde artis1 etkide fark
yaratmaz. SK’ler beyinde ve diger periferik organlarda A9-THC ile aym1 kannabinoid
reseptOrlere baglanirlar. Beyindeki etkilerini bunlar da CB1 reseptorleri araciligi ile
yaparlar. SK’ler tam agonisttir. Reseptorlere yiiksek potens ve afinite gosterirler. Bu
nedenle dozda artis plato etkisi olmadan etkide artisa neden olur. SK’in psikoaktif
etkileri THC e benzemesine karsin, dogada var olan kannabinoidlere gore etkileri ¢ok

daha giigliidiir (Gluodenis 2011).

SK’lerin CBI reseptorlerine olan afinitesi JWH-200’de oldugu gibi A9-THC’e
benzer olabilirken (Huffman 2003), JWH-210’da oldugu gibi A9-THC’ nin etkisinden
90 kat daha yiiksek de olabilir (Huffman vd. 2005).



Sekil 0.2 Farkli isim ve ambalalardaki sentetik kannabinoidler

2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Dogal kannabiste santral sinir sistemine etki eden esas psikoaktif bilesen A9-
THC’diir. Farmakolojik etkileri hafiza bozukluklari, haliisinasyonlar, bilissel bozukluk
ve uyku bozukluklar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu farmakolojik etkilerin insan ve
farelerde ayni sekilde kannabinoid reseptorler araciligi ile olustugu bulunmustur. CB1
ve CB2 olmak {izere tanimlanan iki kannabinoid reseptorii bulunmaktadir. CB1 ve CB2
G proteinine baglh reseptorlerdir. CBI1 reseptorleri, G proteinine baglh reseptorler
arasinda beyinde en ¢ok bulunanlar arasindadir (Hajos ve Freund 2002). A9-THC
beyinde etkilerini CB1 reseptor araciligiyla gostermektedir (Tomiyama ve Funada
2011). CBI1 reseptorleri kannabinoidlerin duygudurum yiikselmesi, panik reaksiyonlari
ve anksiyete gibi psikoaktif etkilerinin olusumundan sorumludur. Bu etkiler sonucu
gorsel ve isitsel algida azalma, motor fonksiyonda azalma, bellekte ve zaman algisinda
bozulma gozlenmektedir (Pertwee vd. 1999, Ashton vd. 2008, Wintermeyer vd. 2010).
CB2 reseptorleri, CB1 reseptorlerinin olusturdugu psikoaktif etkiyi yaratmadan
inflamasyon agrisin1 azaltabilme olasiliklar1 sebebi ile arastirmalarin odak noktasi
olmustur. Kannabinoid reseptdr agonistlerinin meme kanseri metastazina ve tiimor
biiyiimesine (Qamri vd. 2009) etkilerine ek olarak insan PC-3 prostat kanseri
hiicrelerinin biiyiimesine etki ettigi de One siiriilmiistir (Olea-Herrero 2009).

Kannabinoid reseptorlerine A9-THC’nin 3 noktali baglanmasi ile agiklanmaktadir. Ug



anahtar bolge naftelen halkasi, karbonil grubu ve indol igerigindeki N-alkil kismidir
(Aung vd. 2000). Ayrica, naftelenin yerine metil-, metoksi-, floro-, kloro- ya da bromo-
iceren grubun ge¢mesinin, parcanin aromatik halkadaki yerine ve Ozelligine bagh
olarak, CBI1 reseptorlerine affinitenin artmasina yol agacagi 6ne siirtilmistir (Huffman
vd. 2005). SK’lerin CBI1 reseptorlerine olan afinitesi JWH-200’de oldugu gibi A9-
THC’ninkine benzer olabilirken (Huffman vd. 2003), JWH-210’da oldugu gibi A9-
THC’nin etkisinden 90 kat daha yiliksek de olabilir (Huffman vd. 2005). SK’lerin
icildikten hemen sonra akcigerlerden absorbe edilmeleri ve kisa siirede beyin gibi diger
organlara dagiliminin gergeklesmesi nedeni ile SK’lerin etkinligi genelde bir ka¢ dakika
icinde baglar (Anonim 2013). Ancak agiz yolu ile kullanim sonrasinda, kullanan kisinin
gida alimina, sindirim aktivitesine ve ilk gegcis etkisindeki degisikliklere bagli olarak

etkinin olusumunda ve baglamasinda bir gecikme olabilir (Anonim 2013).

2.3. Toksikolojik Ozellikleri

Sentetik kannabinoidler genellikle sigara gibi igilerek kullanilmaktadir. Biitlin
sentetik kannabinoidler 20-26 karbon atamu igeren, yagda ¢oziinme 6zelligi olan apolar
yapilardir. Bu 0Ozellikleri nedeni ile sigara gibi ig¢ildiklerinde kolayca buharlasir
(Zewilska 2015). Farmakolojik etkilerini hizli bir sekilde gosterdiklerinden kullanicilar
tarafindan bu yol tercih edilir. Ekonomiktir ve literatiirde ¢ok az toksikolojik bilgi
vardir. Etkileri kullanimindan itibaren saatlerce hatta giinlerce siirebilir. Davranig
bozukluklarina sebep olduklar1 bilinmektedir. Sadece 0,3 gram alimi dahi 10 dakika
igerisinde idrak ile ilgili bozukluklarin olusumuna ve sonrasinda algi-durum
degisimlerinin meydana gelmesine sebep olabilmektedir. Alimindan 2-6 saat sonra ¢ogu
etkisi kaybolmaktadir. Kaydedilen en yaygin akut yan etkiler paranoya, haliisinasyon,
sedasyon, psikoz, agiz kurulugu, orten konjuktival damarlarin genislemesi ve istahta
artistir. Tasikardi, hipertansiyon, nadir olarak da aritmi ve miyokard enfarktiisii
kardiyovaskiiler bulgulardir. Diger yan etkileri; bulanti, kusma ve akut bobrek hasaridir.
Internet forumlarinda oral yolla tiiketim bildirimleri mevcuttur. Yiiksek derecede
lipofilik olan bu maddelerin suda ¢oziiniirliikleri diisiik oldugundan bitki ¢ay1 olarak
kullanimina sik rastlanmaz. Parenteral yolla uygulama su ana kadar insanlarda
kaydedilmemistir. Sentetik kannabinoidlerin uzun donem etkileri ile ilgili ¢calismalar

heniiz literatiirde bulunmamaktadir (Johnson vd. 2011, Weaver vd. 2015).



Sentetik kannabinoid alimi ile iligkili tespit edilerek kayda gegen bazi 6lim
olaylar1 sunlardir;

59 yasinda bir erkek evde Oliimiinden sonra femoral kanda yapilan analizde
(1,24 pg/l) MAM-2201 tespit edilmistir (Saito vd. 2013). Isvigre’de 17 yasinda bir
erkek sokakta yalniz 6lii bulunmus ve arkadasi 6lmeden once iki nefes ot c¢ektigini,
ellerinde uyusma hissettigini ve basinin dondiigiinii soylemistir. Olen kisinin
postmortem femoral kaninda (12,3 pg/l) JWH-210 bulunmustur. Bir diger vaka olan 26
yasindaki erkekte ‘methoxe-tamin’ ile birlikte {i¢ sentetik kannabinoid tespit edilmistir.
“Oliim yiiksek dozda ‘methoxetamin’e dayandirilmasina ragmen, tespit edilen AM-694,
AM-2201, JWH-018 oliime katki saglamis olabilir.” denmistir (Castaneto vd. 2014).
Yirmi ii¢ yasinda bir erkek AM2201 igtikten sonra siddetli psikoza girmis ve dlmiistiir.
Yapilan toksikolojik analizde postmortem femoral kaninda (12pg/l) AM-2201 tespit
edilmistir (Patton vd. 2013). Kaydedilen diger bir 6liim vakasinda, 34 yasindaki bir
erkekte yapilan otopside rutin sistematik toksikolojik analiz i¢in kan ve diger biyolojik

ornekler alinmistir ve SF-AMP pozitif bulunmustur (Shanks ve Behonick 2016).

Bu vakalarda kaydedilen sentetik kannabinoidlerin kandaki konsantrasyonlar1 1,2-
12,3 pg/I’dir. Tespit edilemeyen sentetik kannabioidler veya diger uyusturucu maddeler,
uygulanma sekli ve dozu, sentetik kannabinoid metabolizmasindaki kisisel farkliliklar

oliimii etkileyebilen diger faktorlerdir (Castaneto vd. 2014).
2.4. Yasal Kisitlamalar ve Kullanim Sikhg:

SK icerdigi belirtilmeyen bitkisel karisimlar, igeriklerinin dogal olmasi
nedeniyle yasal olarak “head shop” ve “smart shop” denilen yerlerde satilabilmektedir.
Internette popiiler hale gelmeleri, uluslararasi pazara yayilmalarini saglamistir. Ancak
cogu zaman yasal mevzuat, kaynak sirketin iilkesine ve dagitim noktasina gore
degiskenlik gostermektedir (Gregori vd. 2012). 1961 yilinda "Uyusturucu Maddelere
Dair Birlesmis Milletler Tek So6zlesmesi - Single Convention on Narcotic Drugs™ ve
1971 yilinda "Birlesmis Milletler Psikotrop Maddeler Sozlesmesi - Convention on
Psychotropic Substances" sozlesmeleri hazirlanmis fakat ne "Spice™ ve benzeri
maddelerdeki s6zde bitkisel igerikler, ne de bu maddelerdeki SK’ler bu uluslararasi
uyusturucu kontrol sézlesmeleri ile kontrol altina alinmistir. Son dénemlerde saglikla

ilgili potansiyel kaygilara cevap olarak Avusturya, Almanya, Fransa, Liikksemburg,
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Polonya, Litvanya, Isve¢ ve Estonya “Spice” ve ilgili maddelerin yasaklanmasi ya da
kontrolii i¢in yasal onlemler almiglardir (Anonim 2013). Amerika Birlesik Devletleri
Uyusturucu ile Miicadele Dairesi (DEA), 2010 yilinda SK’lerin “Schedule I olarak
belirlenmesinin aciliyetini bildirmesine ragmen, bugiine kadar sadece bazi eyaletler
kanabimimetikleri kontrol altina almistir. Bu nedenle, burada maddelerin igeriginde ¢ok
fazla degisiklik goriilmemektedir (Gronewold ve Skopp 2011). Tirkiye’de, Tiirkiye
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligs izleme Merkezi (TUBIM) koordinasyonunda
calisan Erken Uyarn Sistemi (EWS) bazi SK’lerin bildirimini yapmis ve 2011’den bu
yana "Uyusturucu Maddelerin Denetlenmesi Hakkinda Kanun"a tabi hale gelmislerdir
(Anonim 2011a).

JWH-122 ve bir grup sentetik kannabinoidler 07.01.2011 tarih, 1310 sayili
Bakanlar Kurulu karar ile iiretilmesi, ticaretinin yasaklanmasi, bulundurulmasi ve
kullanilmas1 yasak olan suistimal edilen madde ve uyarici maddeler listesine alinarak,
13.02.2011 tarih, 27845 sayili Resmi Gazetede yaymlanmistir (Anonim 2012). Ilgili
karar Sekil 2.3’de goriilmektedir. Adli Tip Kurumu ve Saglik Bakanligi tarafindan
yapilan bir oneriye istinaden yeni nesil sentetik kannabinoid maddelerin ve bu
maddelerden Tretilebilen tiim tlirevlerinin isim anilmaksizin 2015 yilinda yasa

kapsamina alinmasi saglanmistir (Anonim 2015b).
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Basbakanlik Mevzuati Gelistirme ve Yayn Genel Mudarloga

13 Subat 2011 PAZAR Resmi Gazete Sayi: 27845

BAKANLAR KURULU KARARI

Karar Sayis1 : 2011/1310

Ekl listede yer alan maddelerin 2313 sayili Uyusturucu M addelerin Murakabesi Hakkinda Kanun hiikiimlerine
tabi tutulmasi Saghk Bakanlimm 22/12/2010 tarihli ve 86106 sayili yazis: tizerine, adi gecen Kanunun 19 uncu
maddesine gbre, Bakanlar Kurulu'nca 7/1/2011 tarihinde kararlagtirilnistar.

Abdullah GUL

CUMHURBASKANI
Recep Tayyip ERDOGAN
Bagbakan
C. CICEK B. ARING A BABACAN M. AYDIN
Devlet Bak. ve Basb. Yrd. Devlet Bak. ve Bagb. Yrd. Devlet Bak ve Bagb. Yrd. Devlet Bakan
H YAZICI F.N. OZAK M. Z. GAGLAYAN F. GELIK
Devlet Bakam Devlet Bakam Devlet Bakam Devlet Bakam
E. BAGIS S. A KAVAF C. YILMAZ S. ERGIN
Devlet Bakan: Devlet Bakam Devlet Bakam Adalet Bakan
M. V. GONUL B. ATATAY A DAVUTOGLU M SIMSEK
Mill: Savunma Bakam Igisleri Bakan: Dagisleni Bakam Maliye Bakam
N. CGUBUKGCU M. DEMIR R. AKDAG B. YILDIRIM
Milli Egitim Bakam Bayindirlik ve Iskin Bakan: Saglik Bakan1 Ulagtinma Bakant
M M EKER O. DINGER N. ERGUN T. YIIDIZ
Tarnm ve Koyisleri Bakam Caligma ve Sos. Giiv. Bakam Sanayi ve Ticaret Bakani Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakam
E. GUNAY V. EROGLU
Kiiltiir ve Tunzm Bakam Gevre ve Omman Bakani

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

LISTE
1- Fenetilamin grubu maddelerden:
a) 2 C-B (4-Bromo-2_5-dimethoxyp henethylamine)
b) 2C-P.
2- Sentetik kannabmoidlerden:
a) JTWH-018
b) CP 47.497
¢) TWH-073
¢) HU-210
d) TWH-200
e) TWH-250
f) TWH-398
g) TWH-081
§) TWH-073 methyl derivate
h) TWH-015
1) TWH-122
1) TWH-203
) TWH-210
k) TWH-019
3- Cathmone.
4- Cathme.
5- Catha Edulis isimli bitki.

Sekil 0.3. 27845 sayili ve 13.02.2011 tarihli resmi gazete (Anonim 2015b).
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2.5. Analiz yontemleri

Yeni sentetik maddelerin hizli bir sekilde ortaya ¢ikist bu maddelerin tiimiinii
kapsayan genel bir analiz metodunun olusmasini zorlastirmaktadir. Sentetik
kannabinoid tagiyicisi olarak kullanilan bitkisel materyallerin yumusak ve hafif olmalari
bitkinin homojen hale gelmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle analize bitkisel {iriiniin
homojenizasyonu ile baslanir. Sentetik kannabinoidleri tanimlamada ve biyoanalitik
yontemlerini gelistirmede karsilagilan baglica zorluklardan bir digeri de referans
materyal eksikligidir. Saf referans materyalin simirli olmasindan dolayr bu maddelerin
tanimlanmas1 ve kantitatif analizinin yapilmasi oldukga giictiir. Metabolik standartlarin
eksikligi klinik ve adli laboratuvarlarda standardize edilmis yontemlerin gelismesini
engellemistir. Bitki iiriinlerindeki psikoaktif madde iceriginin diisiik olmasi ve gizlenen
katkilarin varlig1 (yag asitlerinin amitleri veya gliserin gibi) yiiziinden hizli bir sonug
almak zorlasmaktadir. Tanimlamada kiitle spektrometresi ile eslesmis gaz
kromatografisi veya sivi kromatografisi gibi kompleks teknikler tercih edilmektedir

(Anonim 2011b).

SK ile ilgili ilk ¢aligmalar ambalaj ile satilan SK’ lerin bitkisel igeriginin tespiti
yoniindedir. Bu ¢alismalarda GC/MS, NMR, LC-MS, LC-MS/MS ve TOF sistemleri

maddelerin yapisi, miktar1 ve isimlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

JWH-122 ve benzeri diger iriinlerin bitkisel karigimlar igerisinde tayinlerinden
sonra metabolizmalar1 ve metabolitlerinin tayini ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Bu
caligmalarin tiimiinde LC-MS/MS cihazi kullanilmistir. Son olarak maddelerin ve
metabolitlerinin biyolojik 6rneklerde izlenmesi ve raporlanmasi amaciyla calismalar
yapilmistir. Kanda yarilanma Omiirlerinin kisa olmasi ve konsantrasyonlarin “ng/mL”
sevisinde olmasi nedeniyle maddelerin ve metabolitlerinin izlenmeleri ancak LC-
MS/MS ile miimkiin olmaktadir. Tablo 2-1’de JWH-122 maddesi tayini icin yapilan

caligmalarda materyal, numune hazirlama yontemi ve analiz yontemi 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1 JWH-122 ile ilgili yapilan ¢alismalar tabloda (materyal, numune hazirlama
yontemleri, analiz yontemleri ve kaynaklari) olarak gosterilmistir.

Numune Analiz
No Madde | Materyal | Hazirlama . . Kaynak
e . Yontemi
Yontemi
1 JWH-122 Serum Svi-Svi |y o visiMs | Dziadosz 2013
Ekstraksiyonu
: S1vi-Sivi Yanes ve Lovett
2 JWH-122 Idrar Ekstraksiyonu LC-MS/MS 2012
3 IWH-122 Sag SVIESIVE 1) o Ms/Ms | Hutter 2012
Ekstraksiyonu
ot e e Kati-Siv1
4 JWH-122 Tiikiiriik . LC-MS/MS | De Castro 2013
Ekstraksiyonu
2.6. JIWH-122

JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil), JWH-122 N-(5-hidroksipentil) ve
JWH-018-D9 maddelerinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.4’de goriilmektedir. JWH-122 N-
(4-hidroksipentil) ve JWH-122 N-(5-hidroksipentil)’ nin kimyasal yapilarina
bakildiginda yalnizca -OH’1n baglanmis oldugu pozisyonda C karbon numaralarinin
gore adlandirildiklart goriilmektedir. Sekil 2.5°de JWH-122 N-(4-hidroksipentil) ve
JWH-122 N-(5-hidroksipentil)’ in LC-MS/MS kromatogramlarinin st {iste ¢akistigi

goriilmektedir.
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(@) (b)

oi 5\ :N\/\/\ o . Nv\/OHK

(c) (d)

o NS N\/\/\/OH VA
o\ N D
DD DD

Sekil 0.4 (a) JWH-122 (Naftalen-1-il-(1-biitilindol-3-il)metanon)
(b) JIWH-122 N-(4-Hidroksipentil)
(c) JWH -122 N-(5-Hidroksipentil)
(d) JWH 018-D9 kimyasal yapilari

x108 |Cpd 37: JWH 122 N-4-hydrexypentyl: +ESI MRM Frag=140.0V CID@20.0 (372.1000
164

0.84
0.6
0.4+

0.24

E75 68 655 69 £ 7 705 71 715 72 725 73 735 74 745 75 755 76 &5
Counts vs. Acquisition Time (min)

()
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x10€ |Cpd 38: JWH 122 N-5-hydraypentyl: +ESI MRM Frag=140.0v CID@20.0 (372.1000 -> 169.0000) 04042017-RT-SENT-OTO SPE 2-AB.d

151
14

1.21

0.8+
0.5
0.4

0.2

§/5 68 685 69 685 7 705 71 715 72 725 73 735 74 745 75 755 76 79
Counts vs. Acquisition Time (min)
(b)
Sekil 0.5 (a) JWH-122 N-(4-hidroksipentil) ve (b) JWH-122 N-(5-hidroksipentil)’ in

kromatogramlari
2.7. LC-MS/MS Yontemi

LC-MS/MS ¢alismalarinda kiitle spektrometresi (MS) yiiksek segiciligine ragmen
analiz edilecek maddeyi ayni matrikste molekiillerine ayirmada tek basina yeterli
degildir. Maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore molekiillerine ayiran bir sistemdir.
Bu sistemde ayirmaya yardimci olmak tizere (LC) sistemi ile dizayn edilmistir. Her iki
sistemin ayirt edici Ozellikleri birlestirilerek Sivi kromatografi/ Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi dizayn edilmistir. Sistemin tercih edilmesindeki en
onemli Ozellikler secicilik, hassasiyet ve hizdir. Bu 6zellikleri sayesinde kullanim alani

giderek genislemektedir (Anonim 2015d).
LC-MS/MS sistemlerin ana bilesenleri:

HPLC-UPLC pompa sistemi
Degazor

Otodrnekleyici

Ayirmayi saglayan bir analitik kolon
Iyon kaynagi

Vakum sistemi

Odaklanma lensleri

Analizor

. Dedektor

0. Yazilim olarak tanimlanmaktadir.

BOoo~NoOR~WDNE
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Sivi  kromatografi sistemi iyon kaynagindan maddeleri fizikokimyasal
Ozelliklerine gore gonderir. Buharlasabilen ve analizi istenmeyen maddeler iyon
kaynagindan bir gaz yardimi ile uzaklastirilirken analiz edilecek maddelerin pozitif ve
negatif yiikler kazandirilarak sisteme girmeleri saglanir. Bu yiiklii pargaciklar
kuadrapollerde m/z ve pozitif/negatif olarak ayrilir. Detektor sayesinde bu molekiillerin
iyon enerjileri elektriksel sinyallere doniistiiriilerek yaziciya gonderilir. Yazilim
sayesinde bu sinyaller alan degerlerine doniistiiriilerek okunur.

Pompa: Pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi i¢inde hareket etmesini
saglar. Mobil fazi ¢ekip, ornekleme ve kolon tinitesine gonderir. Bu islemi akis hizini ve
basing degerini ayarlayarak gergeklestirir.

Degazor: Mobil faz sisesinden tasman hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve
¢ozlinmiis havanin giderilmesini saglar. Kullanilan mobil faz adedi ve pompa tiplerine
gore uygun degazorler bulunmaktadir. Tekrarlanabilir “’Rt’’ elde etmemizi saglar.
Sistemde Degasser yok ise mobil fazin ultrasonik banyoda (20)dk kalmasi gerekir.
Otoornekleyici: Yikama iinitesi, igne, siringa ve enjektoriin bulundugu tinitedir.

Kolon Firmi: Kolon Firmi sicakligi sabit tutarak alikonma siirelerinin (Rt) lerin
etkilenmemesini saglar. Hava dolasimi saglayan sistemde olas1 kacaklar igin sizinti
sensorii mevcuttur. Kolon firininda blok 1sitici da bulunmaktadir.

Kolon: Genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika ya da polimer bazli dolgulu
kolonlar kullanilmaktadir. Mobil Faz (Hareketli Faz) kolona dogru pompalanir.

Iyon kaynag: Kolondan gelen akistaki buharlasabilen maddeleri uzaklastirp istenen
analitleri sistemde tutar.

Vakum pompalari: Ortamda gerekli vakumu (<10 >’ten10”’ torr’a kadar) iiretirler.
Sistemde iki adet vakum pompasi bulunmaktadir. Sistemde iki adet turbo molekiiler
pompa bulunmaktadir. Vakum iki kademede saglanmaktadir. ilk pompa (roughing) 10~
torr vakum saglamaktadir. Ikinci pompa (turbo molecular) ise 10~ ile 10" torr vakuma
kadar inebilmektedir. Pompalardan birisi iyon kaynagini atmosfer basincinda tutarken

ikinci pompa sadece analizor kisminin vakum degerini sabit tutmak icin ¢caligmaktadir.
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Sekil 0.6 Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MSMS

MS/MS analizérii: LC-MS/MS’ler iki tarama kuadrupolii (Q1 ve Q3) ve bir adet
par¢alanma hiicresinden (Q2) olusmaktadir. Hedef iyon ilk kuadrupol tarafindan
secilerek pargalanmasini indiiklemek i¢in inert gaz dolu ikinci hiicreye gonderilir.
Parcalanmis iyonlar ayirilmak ve dedekte edilmek tizere tigiincii kuadrupole yollanirlar.
Dedektor: Kiitle spektrometresi kuadrupollerden gonderilen RF sinyallerinin analizore
stiriklenmesi sayesinde analizin her saniyesinde gecen kiitle-iyon oranlarini tespit
etmektedir. Bu veriler belirli siireler boyunca yapilan taramalarla birlestirilerek ana
kiitle ve parcalanma iirtinlerinin belirlenmesini saglar.

Yazilim: Yazilim sistemi kiitle dedektoriinden gonderilen analog sinyalin dijital sinyale

dontistiirtilerek veri olusturulmasini ve islenmesini saglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Adli Tip Kurumu Baskanlign Kimya Ihtisas Dairesi Enstriimantal

Analiz ve Aragtirma Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1 Aletler ve Diger Gerecler
Calisma siiresince kullanilan cihaz ve gerecler asagida listelenmistir.

Agilent Technologies 6460 Triple Quadrupole

LC-MS/MS Sistem Jetstream LC/MS

Sivi Kromatografi(LC) Sistem Agilent Infiniti 1290 LC

Kolon Poroshell 120 EC-C18 4.6 x 150mm, 2.7u

Azot Jeneratoril Peak Scientific

Peak

Buzdolab1 Samsung

Derin Dondurucu Samsung

Hassas Terazi Mettler Toledo
Mikro Pipetler Eppendorf

Santrifiij Hettich Rotina 380R
Ultrasonik Banyo Intersonic

Vorteks VWR

0.22 pm 13 mm PTFE filtre Agela Technologies

Cam ve plastik deney tiipleri
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar ve elde edildikleri firmalar asagida
gorilmektedir.

Amonyum format Sigma Aldrich
HCL Panreac

Etil Asetat Panreac
Formik asit Merck
JWH-122 standardi Cayman
JWH-122 N-(4-hidroksipentil) standardi Cayman
Metanol Panreac

Ultra saf su Panreac

JWH 018-D9(IS) Cayman

3.3. Cozeltiler

3.3.1. i¢ Standart (IS) cozeltileri:

Stok IS (10 pg/mL) cozeltisi: 1mg/mL’lik JWH 018-D9 ¢ozeltisinden 1 mL alinip

metanol ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Ara Stok IS (500 ng/mL) cozeltisi: Stok i¢ standart c¢ozeltisinden 500 pL alinip
metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.3.3.2. Standart Cozeltiler (JWH-122
ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil))

3.3.2. Standart Cozeltiler (JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil)):

Ana stok c¢ozeltisi(100 pg/mL): 1 mg standart JWH-122, JWH-122 N-(4-

hidroksipentil) 10 mL metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir.

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

tamamlanarak hazirlanmistir.
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3.3.3. Kalibrasyon cozeltileri:

Kalibrasyon noktalarimiz 0,05 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5
ng/mL, 10 ng/ml, 25 ng/mL, 50 ng/mL olarak belirlenmistir. Kalibrasyon noktalarimiza
karsilik gelecek ¢ozeltiler numuneye eklenmeleri sirasinda seyreltme islemine maruz
kalacaklarindan hedeflenen kalibrasyon noktasi konsantrasyononun 10 kat fazlasi
olacak sekilde hazirlanirlar. Bu sekilde hedeflenen noktalar igin 500, 250 ve 100
ng/mL’lik ¢ozeltiler ara stok ¢ozeltiden gerekli mikratlarin alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. 50 ve 10 ng/mL’lik ¢ozeltiler 100 ng/mL’lik ¢6zeltiden alinan
gerekli kisimlarin 2 mL’ye seyreltilmesi ile hazirlandi. 5, 1 ve 0.5 ng/mL’lik ¢ozeltiler
ise 10 ng/mL’lik ¢ozeltiden alman gerekli kisimlarin 2 mL’ye seyreltilmesi ile
hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltiler internal standart ile beraber kana eklenerek

Olctim alindir. Standart ¢ozeltiler +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.3.4. Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozeltiler:
Sulu 0,5 M sodyumkarbonat (v/v) ¢ozeltisi: Sodyumkarbonat katisindan 5,3 gr

alinirak saf suda ¢o6ziildii. Final hacmi 100 ml’ye tamamlanmigtir. Calisma Oncesi

cozeltiler taze olarak hazirlandi ve 1M HCl ile pH 9.3” e ayarlandi.

Sulu 1 M’ lik HCI (v/v) ¢6zeltisi: %36’ lik HCI ¢ozeltisinden 21,4 ml alinirarak

hazim saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

3.3.5. Mobil Fazlar:

Mobil Faz A:

1 M Amonyum format ¢ozeltisi: %99,7 saflikta amonyum formattan 385 mg

tartilarak su ile 100 mL’ye tamamlanur.

1 M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL, %99,8 saflikta formik asitten 2,5 mL
ve yiiksek saflikta metanolden 125 ml alinarak LC-MS analizine uygun saflikta saf su

ile 2500 mL’ye tamamlanur.

Mobil Faz B: Yiiksek saflikta metanolden olusur.
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Mobil fazlar her analizden 6nce taze hazirlanmistir ve 10 dk ultrasonik banyoda

bekletilerek degaze edilmis ve kullanilmistir.
3.4. Kan Orneklerin Hazirlanmasi

Tam kan oOrnekleri sodyum floriirlii tiiplere alinarak g¢alisma giliniine dek +4
°C’de muhafaza edilmistir. JWH122 ve JWH 122-N-4-Hidroksipentil i¢in sivi-sivi

ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Tam kan 6rneginden 0,8 mL alinir ve {izerine 100 uL IS (500 ng/mL) ile 100 puL
istenen konsantrasyonda standart c¢ozelti karisimi eklenerek ekstraksiyon islemine
baslanir. Uzerine 0,5 mL, 0,5 M sodyumkarbonat (pH: 9.3) tampon ¢ozeltisi eklenir ve
2 dk vorteks islemi yapilir. Bu islemden sonra tizerine (99:1) Heksan-Etilasetat karigimi
eklenir ve 20 dk, 3500 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij isleminden sonra iist faz alinir
ve azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulur. 1 mL mobil faz A ile ¢oziilerek 0,22 p

filtreden gecirilmis ve viale alinarak analize hazir hale getirilmistir.

3.5. LC-MS/MS Sistemi Calisma Kosullari

3.5.1. Sivi Sistem Ozellikleri

Akis hizi 0,6 mL/dk
Analiz siiresi 11,1 dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Kolon firin1 sicaklig 40 °C
Otomatik ornekleyicinin tepsi sicakligi 8°C

UPLC iizerinde uygulanan akis diyagraminin parametreleri Tablo 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3.1 LC-MS/MS sivi sistemi akis ozellikleri.

?:SI?SZ Zaman (dk) | Akis (mL/dk) MOAb(:)I/;aZ M%tzi)l/oliaz
1 0 0,6 90 10
2 0,3 0,6 90 10
3 3 0,6 15 80
4 7 0,6 5 95
5 11 0,6 5 95
6 11,10 0,6 90 10
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3.5.2. MS/MS Sistem Ozellikleri

Kuru Gaz Sicaklig 300°C
Kuru Gaz Voltajt 10 L / dak
Perdeleme Gaz Sicakligi 300°C
Perdeleme Gaz Akisi 11 L/ dak
Nebiilizator basinci 45 psi
Kapiler Voltaj 3500 V

Nozzle (Agiz kismi) Voltaj 0V Poz., 2000 V Neg.

Tablo 3.2 JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) ve JWH 018-D9 infiizyon
sonrast belirlenmis Molekiiler Iyon, Prekiirsor Iyon, CE (Pargalanma Enerjisi),
Fragmentor Voltaj (Parcalanma Voltaj1) ve Alikonma zamani degerleri

] Molekiiler | Prekiirsor Alikonma
Kimyasal . . CE Fragmentor
isim kiitle iyon Fragment (Volt) Voltai Zamani
(g/mol) (m/z) ) (dk)
169,1 24 160 9,8
JWH-122 355,1 356,1
141 42 160 9,8
JWH-122 169 20 140 7,5
N-4-
. . 371,5 372,1
Hiydroksi 141 52 140 7,5
pentil)
- 155 25 130 9,2
JWH-018 350,5 351,3
D9 127,1 45 130 9,2

*Alt1 cizgili fragmentler kantitasyon i¢in kullanilmastir.

3.6. Validasyon Calismalari

Validasyon calismalari FDA(Gida ve ilag Uygulamalari) Biyoanalitik Metot
Validasyonuna uygun olarak yapilmistir. (53-55) Segicilik, Dogrusallik ve kalibrasyon
egrisi, teshis smir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ), Geri kazanim, kesinlik ve kararlilik

parametreleri validasyon rehberlerine uygun olarak ¢alisilmistir.

3.6.1. Secicilik Calismalar

Kan ornekleri 10’ar (n>6) kez orneklenerek matriksten gelebilecek girisimler
analiz edilmistir. Spektrumlarda JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) alikonma

zamanlarinda herhangi bir pik olup olmadig1 incelenmistir.
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3.6.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Kan 6rneklerine son konsantrasyonlar 0.05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 ng/mL
olacak sekilde standart ¢ozeltilerden hazirlanarak kan 6rneklerinin hazirlanmasi baslig
altinda anlatildig1 sekilde ¢alisilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in biribirinden bagimsiz
ticer kan ekstraksiyonu yapilmistir. Her bir analit i¢in elde edilen alan ile IS arasinda
dogrusal bir grafik ¢izilmis ve denklem yazilim tarafindan otomatik olarak

hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi >0,99 olmalidir.

3.6.3.Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Dedektor tarafindan bir analite ait sinyalin geri plandaki analize engel olabilen
etkenlerden (noise) ayirt edilebildigi en diisiitk miktar o maddenin teshis siiridir (LOD).
Analiz edilen madde ile ilgili gilivenilir kantitatif sonucun elde edilebildigi en diisiik
konsantrasyon degeri de o maddenin tayin alt siniridir (LOQ).

Teshis ve tayin alt smir1 degerleri asagida goriilen 1 ve 2 nolu formiiller ile

hesaplanmustir.
LOD= Xbl + 3 Sbl 1)
LOQ= Xbl + 10 Shl (@)

Xbl = Analitsiz 6l¢limlerinin ortalamasi

Sbl = Analitsiz 6l¢iimlerinin standart sapmast,

3.6.4. Geri Kazanim

B.K. Matuszewski, M.L (2003) hesaplanmalart uygun olarak geri kazanim,
matriks etkisi ve proses etkinligi Olgiimleri yapilmigtir. Bu kapsamda; Disiik (0.1
ng/mL), Orta (5 ng/mL) ve Yiiksek (50 ng/mL) konsantrasyonlarinda JWH-122, JWH-
122 N-(4-hidroksipentil) standart ¢6zeltileri ile yapilan 6l¢iimler (A), bos kan ve idrar
orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi eluata 0.1 ng/mL, 5 ng/mL ve 50 ng/mL
konsantrasyonlarinda JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil) standartlarinin
eklenmesiyle olusan ¢ozeltilerde yapilan 6lgtimler (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 6lciimler (C) degerlendirildi. Bu ¢aligmalar kan ve idrar 6rneklerinde 6
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bagimsiz tekrarla yapilmistir. Hesaplamalarda asagida goriilen 3, 4 ve 5 nolu formiiller

kullantlmistir.

Matriks Etkisi (%) =B/A x 100 3
Geri Kazanim (%) = C/B x100 4)
Proses Etkinligi (%) = C/A x 100 (5)
3.6.5. Kesinlik

Kesinlik parametresi c¢alismalart giin i¢i (tekrarlanabilirlik) ve giinler arasi
(yeniden iiretilebilirlik) olarak diisiik, orta ve yiiksek ii¢ farkli konsantrasyonda (0,1
ng/mL, 5 ng/mL, 50 ng/mL) katim yapilmis Ornekler ile ve her konsantrasyonda on

tekrar olacak sekilde yapilmistir.

3.6.6. Kararhhk

JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddelerinin metanol ve 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.

3.6.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 20.0 paket programi kullanilmistir.

25



4. BULGULAR
4.1. Metot Validasyonu
4.1.1. Segcicilik

JWH-122, JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddeleri igin belirlenen alikonma
zamanlarinda bos kan Orneklerinde higbir girisim tespit edilmemistir. Sekil 4.1 ve
4.2’de JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddelerinin bos kanda ve 0,5

ng/mL katim yapilmis kandan elde edilen kromatogramlari sirasi ile goriilmektedir.

x101 |Cpd 3 JWH 122: +ESI MRM Frag=160.0V CID@24.0 (356.1000 -> 169.1000) 13052016-BLK-KAN d
4359 9439

454
4854
484
4754

4654
454
ELLE

454

935 94 945 95 955 96 965 97 9/5 98 985 93 93 10 1005 101 1045 102 1025
Counts vs. Acguisition Time (min)

(@)

x107 |Cpd 10 JWwWH 122 M-4-hydroxypentyl: +ESI MRM Frag=140.0v CID@20.0 (372.1000 - 163.0000) 24102016-BLK- d
17541 7.228

7.54

7254

6.75
6.5
£.254

5,754
5.5
5254

4754
4.5
4254

735 74 745 75 755 76 765 77 775 78 785 79 785
Counts va. Acquisition Time (min)

(b)

-
=]
e

|

1
f
o
=,
[

-
o]
]

-
L

Sekil 0.1 (a) JWH-122 (Bos Kanda)
(b) JWH 122 N-4-hidroksipentil (Bos Kanda)
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«102 |Cpd 3: JWH 122: +ES| MRM Frag=160.0v CID@24.0 {356.1000 -> 169.1000) 0.5 ppb STD JWH 1224
114 9518
1.051

0.954
0.94
0.85
0.8
0.754
0.7
0.654
06-
0.55
0.54

0.454 ———  ——

04

935 94 945 095 955 96 965 97 975 98 985 93 995 10 1005 101 1015 102 1025
Counts vs. Acquisition Time (min)

(@)

«103 |Cpd 1: JwH 122 N-4-hydroxypentyl: +ESI MRM Frag=140.0v CID@20.0 (372.1000 -> 163.0000) 0.5 ppb STD JwH 122.d

7265
164 1514

0.8
0.6
0.44

0.2

706 71 715 72 725 71 738 74 745 75 755 TE 765 77 775 78 785 78 78
Counts vs. Acquisition Time (min)

(b)
Sekil 0.2 (a) JWH-122 (0.5ng/mlL)
(b) JIWH 122 N-(4-hidroksipentil) (0.5ng/mlL)

4.1.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi
Metodun dogrusal araliginin hesaplanmasi i¢in 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; ve 50
ng/mL konsantrasyonlar elde edilen 6rneklere karsilik gelen pik alani ile IS pik alani

arasinda grafik ¢izildi. Sekiz farkli konsantrasyonda tiger dl¢iim yapildi. Sekil 4.2 ve
4.3’te sirastyla JWH-122 ve JWH 122 N-(4-hidroksipentil) maddeleri igin ¢izilmis olan

kalibrasyon egrileri goriilmektedir.
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JWH 122 - 8 Levels, 8 Levels Used, 24 Points, 24 Points Used, 0 QCs
%10-1{y=000391"x

R'2=099785227

1 Type:Linear, Origin:Force, Weight:None

en

451

g
i)
c
o
a
8
o
o
2
]
T

is

A2 0 2 b F BNt ook ow oD D % % B DR B KB L AL 4 L BN D M
Relative Concentration

(@)

JWiH 122 N-4-hydroxcypentyl - 8 Levels, & Levels Used, 24 Points, 24 Points Used, 0 QCs
454 7=0082318"x
4% R'2=099738536
| Type:Linear, Origin:Farce, Weight None
4]

3759
354
3254
2
2754
254
2254
74
1.75-
154
1.25-
1]
0.754
054
0.5
0
0254

a
i)
z
)
a
a
o
]
2
]
[
o

4 2 0 2 4 6 & 0Mmof %ot owmD D MKk B WL MK WD DL AL LN R A
Relative Concentration

Sekil 0.3 Kanda (a) JWH-122, (b) JWH 122 N-(4-hidroksipentil) maddeleri igin
kalibrasyon egrileri
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JWH-122 ve JWH-122 N-(4-Hidroksipentil) i¢in kanda ¢izilmis olan kalibrasyon

egrilerinin denklemi, lineer dinamik araligi ve belirleme katsayilar1 Tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 0.1 JWH-122 ve JWH-122 N-(4-Hidroksipentil) i¢in kanda ¢izilmis olan
kalibrasyon egrilerinin denklemi, dogrusal aralig1 ve belirleme katsayilar

Madde Dogrusal Arahk Denklem Korelasy(oF;lz)K atsay1st
JWH-122 00,5-50 ng/mL y=0,010x+0,0060 0,995
=z
N,
JWH-122 4-Hidroksi 00,5-50 ng/mL y=0,082x+0,0236 0,996

4.1.3.Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 LOQ)

LOD ve LOQ degerleri S/N (Sinyal/Giiriiltii) oraninin en az 3 oldugu (0,05
ng/mL), (n=10) JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) i¢in belirlenmistir. Sekil

4.4’°de katim yapilmis kanda 0.05 ng/mL’de analitlerin S/N degerleri gosterilmistir.

x102

1.24
114

0.5
0.8

0.6+
0.54
0.44

Cpd 3 JWwH 122: +ES| MRM Frag=160.

5.548

.

0V CID@24.0 (356.1000-> 169.1000) 0.05 ppb JH 122-24

e

96 965 97 975 98

985

95 995

Counts vs. Acguisition Time (min)

(a)
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%102 |Cpd 1: JWH 122 N-&-hydroxypentyl: +E51 MM Frag=140.0V CID@20.0 (372.1000-> 163.0000) 0.0 ppb JWH 122-2¢

2641 7293
24 157

224

124
1.6
144
1.2

0.2
0.6
0.4

705 71 715 72 725 73 736 74 745 75 755 76 78 77 775 78 78 79 7%
Counts vs. Acquisition Time [min)

(b)

x103 (Cpd 2: Jwh-018 D3: +ESI MRM Frag=120.0v CID@25.0 (351.2000 - 155.0000) 0.05 ppb JWH 122-2.d
1.2 112828
1.1

0.9
0.24
0.74
0.54
0.54
0.4+
0.3
0.24
0.14

875 88 885 89 89 3 905 91 915 92 925 93 935 94 945 95 95 95 965
Counts va. Acquisition Time (min)

(c)

Sekil 0.4 Katim yapilmis kan 6rneginde (a) JWH-122, (b) JWH-122
N-(4-Hidroksipentil) ve (c) JWH 018-D9 igin S/N degerleri (0.05 ng/mL)

Tablo 4.2°de analiz edilen JWH-122 ve JWH-122 N-(4-Hidroksipentil)
maddeleri i¢in kanda elde edilen LOD ve LOQ degerleri verilmistir.
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Tablo 0.2 JWH-122 ve JWH-122 N-(4-Hidroksipentil) maddeleri i¢in kanda elde edilen
LOD (ng/mL) ve LOQ (ng/mL) degerleri (n=10)

Madde LOD LOQ

JWH-122 0,041 0,058
JWH-122 N-

(4-hidroksipentil) 0,061 0,076

4.1.4. Geri Kazanim

Dogrusal aralik iginde bulunan diisiik, orta ve en yiiksek konsantrasyonlarda
yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi

degerleri sirasiyla Tablo 0.3’de verilmistir.

Tablo 0.3 Kanda (0.1, 5 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda) geri kazanim, matriks
etkisi ve proses etkinligi degerleri (n=6)

oamny | PWH122 | idripenti
0,1 75,4 73,5
Geri Kazanim (%) 5 75,9 75,2
50 71,1 71,7
0,1 84,7 93,5
Matriks Etkisi (%0) 5 89,6 89,1
50 89,1 84,5
0,1 67,7 68,5
Proses Etkinligi (%) 5 68,1 67,1
50 63,2 60,6
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4.1.5. Kesinlik

Kesinlik parametresi giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri Tablo 4.4°de, giinler

aras1 tekrarlanabilirlik degerleri ise Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 0.4 JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddeleri i¢in kanda giin ici
tekrarlanabilirlik degerleri (n=10)

KAN(RSD)
Madde 0.05ng/mL 5ng/mL 50ng/mL
JWH-122 4.6 4.1 3.8
JWH-122 N-
(4-hidroksipentil) 4.2 41 3,6

Tablo 0.5 JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil) maddeleri i¢in kanda giinler
aras1 tekrarlanabilirlik degerleri (n=10)

KAN(RSD)
Madde 0.05ng/mL 5ng/mL 50ng/mL
JWH-122 472 38 35
JWH-122 N-
(4-hidroksipentil) 4,0 39 32

4.1.6. Kararhhk

Kararlilik c¢alismalarinda metanolde, -20 °C , +4° C ve oda sicakligi’nda
bekletilmis standartlarin 1, 2, 3, 5 ve 20. gilinlerde 6l¢iimleri yapilmis ve ayni giin taze
hazirlanmis taze ¢odzeltilerin alanlari ile karsilastirilmistir. Orneklerde izlenen aralikta

alan degerlerinde anlamli bir alan degisikligi (> 10) izlenmemistir.
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5. TARTISMA

Madde suistimali biiyiilk bir sosyal problem olarak iilkemizde ve diinyada
toplumu dogrudan ya da dolayli olarak olumsuz etkilemektedir. Esrar ve benzer
maddeler psikoaktif etkileri nedeniyle yiizyillardir suistimal edilmektedir. Bu
maddelerin suistimalinin engellenmesi amaciyla her ne kadar yasal diizenleme ve
tedbirler alinsada psikoaktif maddelerin siirekli yenilerinin piyasaya ¢ikmasindan dolay1
madde suistimali devam etmektedir. Yeni nesil psikoktif maddelerin benzer etkiyi
gbsteren yeni bir maddenin piyasaya siiriilmesi bu maddelerin yasa kapsamina

alinmasindan daha hizli olmasindan dolay1 sayilari oldukga hizli artmaktadir.

Sentetik kannadinoidlerin igeriginin tespiti ile yasa kapsamina alinan bir madde
icin yasadan ka¢mak i¢in hemen yeni bir sentetik kannabinoid madde piyasaya

stiriilmekte ve bu maddelerin kimyasal yapilari siirekli degiserek artmaktadir.

Sentetik kannabinoidlerin ve metabolitlerinin etki siireleri, metabolitlerinin
aktiviteleri, etkilesimleri, birikimleri ve uzun dénem kullanimlarina bagh olarak ortaya
cikabilecek zararlarin arastirmasi devam etmektedir. Birgok sentetik kannabinoid
maddenin referans standartlart bulunamazken siirekli olarak yeni analoglar piyasaya
stirilmektedir. Bu maddeleri kullanan kisilerin tespiti, bagimliliginin izlenebilmesi,
suca karigsma riskinin degerlendirilmesi, islenmis suglarda uyusturucu madde
kullanimlarinin belirlenebilmesi, farmakokinetik o6zelliklerinin ve buna bagli olarak
olasi risk faktorlerinin belirlenebilmesi i¢in hassas ve gilivenilir yoOntemlerin

gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu konuda sinirli sayida aragtirma bulunmaktadir.

Sentetik kannabinoidlerin sentezlenmesi merdivenaltt olarak tabir edilen
laboratuvarlarda gergeklesmektedir. Aseton veya metanol gibi organik ¢oziiciilerde
coziindiiriilerek tiitsii benzeri bitkisel iiriinler iizerine spreylenmektedir. Spreyleme
isleminde etken maddenin bitkisel iriiniin tizerinde homojen bir sekilde dagilimi
miimkiin olmayacagindan, sentetik kannabinoid igeren {iriinlerin arasinda etken madde
miktar1 agisindan biiylik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Etken madde konsantrasyonuna
ve kisisel duyarliliga bagli olarak da goriilen etkiler ve siddetleri degisebilmektedir.
Bunun yani sira psikoaktif etkiyi arttirmak ya da yan etkileri maskelemek amaciyla

tirlinlere plskiirtiilen diger ilag etken maddeleri, bitki pargalarin igeriklerindeki dogal
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maddeler veya pestisit kalintilar1 ile agir metal kirlilikleri toksiste acisindan diger

onemli risk faktorleridir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda Oncelikle JWH-122 ve JWH-122 N-(4-
hidroksipentil)’in kanda segiciligi arastirilmis, kor orneklerde maddelerin alikonma

zamanlarinda herhangi bir pik izlenmemistir.

Calismamizda JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil)’in maddelerine ait
olusturulmus kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilari (RZ) degerleri 0.995-0.998
arasinda degismekte olup ideal korelasyon katsayis1 degeri olan 1’e oldukg¢a yakindir.

Dogrusal aralik degeri tiim analitler i¢in 0,05-50 ng/mL’dir.

Bu ¢alisma, JWH-122 ve JWH-122 N-(4-hidroksipentil)’in tam kanda sivi-sivi
ekstraksiyon metodu ile birlikte analiz edildigi ilk calismadir. Belirsizlik degerleri
diisiik, dogrusal aralig1 genis, geri kazanim degerleri yliksek ve analiz siiresi oldukca

kisadir.

Kan i¢in ortalama geri kazanim degerleri % 70-80 araliginda degismektedir. Bu
maddeler icin ayrica matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri de 6l¢iilmiistiir. Giin i¢i
ve glinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri % 10°dan kiigiik bulunmustur. Kan ve
metanolde yapilan kararlilik ¢alismalarinda katim yapilmis 6rneklerde ve standartlarin
taze hazirlanan 6rneklerle yapilan alan karsilastirmasinda % 10’dan biiyiik bir degisim
gozlenmemistir. Tiim validasyon sonuglart literatiir ve uluslar aras1 kabul kriterleri ile

uyumludur (Anonim 2015 ve Anonim 2002).
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