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OZET

Denetimli Serbestlik Hastalarinda Sentetik Kannabinoidlerin Kullanim
Sikliklarinin Belirlenmesi

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yetiskinler ve gencler arasinda
sentetik kannabinoid kullanominda hizhh bir artis goriilmektedir. Bu maddeler
diinyada “Spice, K2, Super Nova, Yucatan Fire, Diamond ve Cloud 9”, iilkemizde
de “Bonzai, Jamaica ve Jamaica Gold” gibi cesitli adlarla internette satilmaktadir.
Yasal diizenlemelerden kacinmak icin ambalaj paketleri iizerinde “Tiitsii”, “insan
kullanimi i¢in degildir” veya “bitkisel terapi iiriinleri” seklinde ibareler
bulunmaktadir. Sentetik kannabinoidler fonksiyonel olarak tetrahidrokannabinol
(THC)’e benzemekte ve sigara gibi icildiginde esrarin etkisini taklit etmektedir.
Ancak, bu iiriinlerin ¢ogu THC’den daha giicliidiir ve daha biiyiik bir saghk riski
olusturmaktadir.

Bu tez cahismasinda; Ege Universitesi Madde Bagimhhig, Toksikoloji ve ila¢
Bilimleri (BATI) Enstitiisii’nde analiz edilen ve analiz sonucu negatif olan,
iizerinde hasta bilgilerinin yer almadig1 500 idrar numunesi analiz i¢in se¢ilmistir.
Alman idrar numunelerinde sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilarak, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dalh Adli Toksikoloji
Laboratuvarindaki LC-MS/MS  (Likit Kromatografi Tandem  Kiitle
Spektrometresi) cihaz ile sentetik kannabinoid taramasi yapilmistir.

Calisilan 500 idrar numunesinin 72’si (%14,4) pozitif bulunmustur. Buna gore
kullanilan 6n tarama testlerinin yetersiz oldugu, idrar orneklerinin ileri
kromatografik yontemler ile dogrulanmasi gerektigi goriilmiistiir. Ayrica bu
calismada yalanci negatif sonuc¢lardan kacinabilmek icin adli toksikoloji
laboratuvarlarinda sentetik kannabinoidler ve metabolitlerinin tespitine yonelik
hassas analitik bir yontem gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli Toksikoloji Laboratuvari, Denetimli Serbestlik
Hastalari, LC-MS/MS, Sentetik Kannabinoidler
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ABSTRACT

Determination of Frequency of Use of Synthetic Cannabinoids in Probationers

As in the rest of the world, there is a rapid increase in the popularity of
synthetic cannabinoid use among adults and adolescents in our country. These
products are sold on the internet under the various names such as ''Spice, K2,
Super Nova, Yucatan Fire, Diamond and Cloud 9" in worldwide and ''Bonzai,
Jamaica and Jamaica Gold” in our country. To avoid legal regulations, there are
“Incense”, “not for human use” or “herbal therapy” labels on the packages.
Synthetic cannabinoids functionally resemble tetrahydrocannabinol (THC) and
mimic the effects of marijuana when smoked like cigarettes. However, most of
these products are stronger than THC and create a greater health risk.

In this study; 500 urine samples without patient informations collected which
were analyzed and resulted negative at Ege University Institute of Substance
Addiction, Toxicology and Pharmaceutical Sciences (BATI). Synthetic cannabinoid
screening was performed by LC-MS / MS (Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometer) in the Forensic Toxicology Laboratory of Cukurova University
Faculty of Medicine using liquid-liquid extraction method.

Of the 500 urine samples studied, 72 (14.4%) were positive. According to these
results, pre-screening tests were insufficient and urine samples should be
confirmed by advanced chromatographic methods. In this study, a sensitive
analytical method for the detection of synthetic cannabinoids and their metabolites
in forensic toxicology laboratories has been developed in order to avoid false
negative results.

Keywords: Forensic Toxicology Laboratory, LC-MS/MS, Probationers, Synthetic
Cannabinoids
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1. GIRIS

Sentetik kannabinoidler tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de biiyiik bir sorun
teskil etmektedir. Bu maddelerin 6zellikle siirekli degisen yapilarindan kaynakli yasal
kisitliliklarinin  olmamasi piyasada popiilerliklerini arttirmaktadir. Ayrica sentetik
kannabinoidler geleneksel esrar ile karsilagtirildiginda, nispeten diisiik fiyatli olmalari,
kolayca temin edilebilir olmalar1 ve esrar ile diger maddeleri denemek isteyen ancak
yasal veya sosyal sonuglarindan kagmak isteyenler icin olduk¢a caziptirler. Bu
sebeplerin yani sira sentetik kannabinoidlerin biyolojik 6rneklerde rutin madde tarama
testleri ile tespit edilememeleri de bu maddelerin kullaniminda artisa neden olmaktadir.

Ulkemizde 2010 yilindan itibaren sentetik kannabinoid yakalamalarinda artis
goriilmektedir. Yakalama vakalarinda 2017 yilinda, 2016 yilina gore %53,1 oraninda
artis yasanmustir. Tiirkiye'de 2017 yilinda 24.371 sentetik kannabinoid olayinda 34.107
stipheli yakalanmistir. 2017 yilinda olay sayisinda bir dnceki yila gore %58,6; slipheli
sayisinda ise %65 oraninda artis gerceklesmistir. Hem olay sayist hem de siipheli
sayisindaki bu artis, bu maddenin iilkemizde yayginlastigini gdstermekte olup, bu
maddenin arzinin ve talebinin Onlenmesine yoOnelik caligmalara daha fazla agirlik
verilmesi gerektigini diisiindiirmektedir!.

Sentetik kannabinoidlerin ve metabolitlerinin kullanimina bagli olarak kisilerde
deliryum, akut bobrek hasari, nobetler, psikoz, haliisinasyonlar, kardiyotoksik etkiler ve
koma gibi ciddi saglik sorunlarina ve hatta Oliimlere yol agtigin1 gosteren c¢esitli
calismalar bulunmaktadir?>. Esrara alternatif olarak gosterilen bu maddelerin
kullanimmnin diinya ¢apinda artis1 hastalik ve Sliimleri de beraberinde getirmektedir®.
Ulkemizde 2017 yilinda, 941 madde baglantili 6liim olaylarmin 564’ii (%60) sentetik
kannabinoidlere bagli 6liim olarak bildirilmistir. Sentetik kannobinoidlere bagl 564
Olimiin 247’si (%49) ise bu maddelerin tek basmna kullanimindan kaynaklandig
gdsterilmistir®. Avrupa 2018 raporuna gore diinyada 2017 yilinda dort adet sentetik
kanabinoid (AB-CHMINACA, ADB-CHMINACA, 5F-MDMB-PINACA, CUMYL-
4CN-BINACA) aragtirilmis ve risk degerlendirmelerine tabi tutulmustur. Bu maddelerin
80°den fazla 6liime dahil olduklar1 bildirilmistir. Bu maddelerin ciddi zehirlenmelere ve
hatta oliimlere yol agmalarinin nedeni, yiiksek etkinlikleri ve kotii imalat kosullarinda

tretilmeleridir. Ciinkii, iireticiler “sigara karisimlarini” iiretirken uygulanmasi gereken



madde miktarlarin1 tahmini olarak eklemektedirler ve kisiler ilgili maddeleri bu
durumdan habersiz olarak kullanmaktadirlar’.

Sentetik kannabinoidler ve metabolitlerinin ¢ogunun farmakolojik metabolizmasi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu durum &zellikle rutin adli toksikolojik
analizlerde; igyeri madde testi, postmortem olgular, doping testi, kisinin madde
etkisinde olup olmadiginin kontrolii, sporcu testleri gibi kisilerin biyolojik
numunelerinde maddelerin tespitinde biiyiik zorluklara yol agmaktadir®.

Bu tez calismasmin amaci; uyusturucu madde kullanimindan dolay1r ceza alip
denetimli serbestlik hakkindan faydalanan kisilerin idrar Orneklerinde geriye doniik

olarak sentetik kannabinoidler ve metabolitlerinin varligini tespit etmektir.



2. GENEL BILGI

2.1 Esrar

Kenevir bitkisi, icerisinde 100°den fazla aktif kannabinoid igeren kenevir
cigceklerinden olusur. Kannabinoidler; endokannabinoid sistem (ECS) adi verilen ve
merkezi ve periferik sinir sistemi boyunca yer alan bir dizi néromodiilatér lipit ve
reseptorden  olusan ve  endojen  (anandamid, 2-arasidonoillgliserol)  ve
fitokannabinoidlere (bitki bazli kannabinoidler) duyarlt bir dizi reseptdr lizerinde etki
gosterirler. CB1 ve CB2 reseptdrleri, ECS icindeki iki ana reseptordiir’. En iyi
arastirilmis iki fitokannabinoid, delta-9 tetrahidrokanabinol (THC) ve kanabidiol (CBD)
'dir. A9-THC, esrar kullanimyla iligkili “yiiksek” durumdan sorumlu olan esrarin temel
psikoaktif bilesenidir. THC, CB1 reseptorlerine etki etmektedir. CBD ise, CB2
reseptorleri lizerinde etkili olan esrarin sarhos edici 6zelligi olmayan bir bilesendir.
CBD’nin potansiyel terapotik etkilerinden dolayr THC'nin etkilerine karst oldugu
gosterilmistir®. Bu potansiyel terapétik etkilere dayamilarak, esrar bazli ilag ekstreleri
gelistirilmistir. Bu ekstreler oral yolla verilen sentetik THC (dronabinol, nabilon), CBD
(kannabidiol) ve nabiximollerdir (1:1 CBD/THC, Sativex). Sentetik 6zlerin

gelistirilmesi, belirli kannabinoidlerin etkilerinin arastirilmasina izin vermistir®.

Sekil 1. Hint Keneviri (Cannabis sativa) bitkisi



Yiizyillar boyunca Esrar ve 6zleri dogal tipta kullanilmistir. 1970'lerde, delta9-
tetrahidrokanabinoliin (49-THC), esrarin temel etken maddesi oldugu, bunun terapstik
ve psikotropik islemlerinin ¢ogundan sorumlu oldugu bulunmustur. Bazi iilkelerde,
esrar ekstreleri (sativex) veya nabilone ve dronabinol gibi THC bazh sentetik ilaglarin,
kemoterapinin neden oldugu bulanti ve kusma, multipl skleroz ve glokom gibi
durumlarm tedavisinde klinik olarak kullanilmasina izin verilmektedir'°.

Esrar, Himalayalarin kuzeyindeki Orta Asya ovalarindan geldigine inanilan
Cannabis sativa L. yani Hint kenevir bitkisinden elde edilmistir. M.O. 2737°de terapotik
bir ajan olarak kullanilmis ve Cin imparatoru Shen Nung tarafindan “giinahin
kurtaricis1” ve “zevk verici” olarak tanimlanmistir. Akut zehirlenme dénemlerinde
meydana gelen dengesizlik ve tarafsizlik duygulari, Arap folklorunda tanimlanan “ugan
halilar” kavraminin temelini olugturmustur. Napolyon'un generalleri esrar1 19. yiizyilin
basinda bat1 uygarligina getirmis ve esrar 1942'ye kadar Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi'ne dahil edimistir'!.

Esrarin ana psikoaktif bileseni olan, delta9-tetrahidrokanabinol (49-THC),
1964'te izole edilmistir'®. 1970'lerin basinda, Hodgkin hastalig1 igin kiif, vinkristin,
prednizon ve prokarbazin (MOPP) tedavisi alan hastalar kemoterapiden Once esrar
kullandiklarinda daha az bulanti ve kusma bildirmislerdir. Bu anekdot raporlar1 hem
esrarin hem de THC'nin kanser kemoterapisi alan hastalar i¢in potansiyel antiemetik

13, Daha sonra, Onkolojik Ilag¢ Danisma

ajanlar olarak test edilmesini saglamistir
Komitesi, Yiyecek ve Ilag Yasasi1 (FDA)nin THC'yi Ulusal Kanser Enstitiisii'niin
refrakter kemoterapinin neden oldugu kusmalar i¢in kullanilmak tizere C Grubu
kategorisinde smiflandirmasini tavsiye etmistir. Ek olarak aragtirmalar sentetik
kannabinol, nabilone ve levonantradol gelisimine odaklanmistir'!.

M.O. 4000 civarinda Cin'de bulunan esrar lifleri, diinyadaki kiiltiirlerde de esrar
tiirevli iirinler kullanildigmin en eski gostergesidir'®. Birgok antik kiiltiirde (6rnegin;
Cin, Hint ve Tibet) gastrointestinal rahatsizliklar, nobetler, sitma, dogum agrisi, yilan
wsiriklart ve daha bir¢oklarini igeren c¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in esrar tohumlari
ve meyveleri kullanilmistir. Tibbi kullanimin yani sira, esrarin psikoaktif 6zellikleri fark
edilmis ve Tantrik Budistler, Hindular ve antik samanlar tarafindan yiiriitilen dini
torenlerde kullamimlar1 yayginlasmistir'>. Tibbi ve dini kullanmimlarmin yani sira esrar

yiizyillar boyunca eglencesel bir madde olarak da yaygin sekilde kullanilmigtir!'*1©,



On dokuzuncu ylizyilin sonunda, esrarin tibbi amaglar i¢in kullanimi artmis ve
bu durum bilimsel makalelerle desteklenmistir. Bu yiizden ilag sirketleri, kenevir
Ozlerini tibbi ilag olarak pazarlamaya baslamislardir. ABD'de yirminci yiizyilin
baslarinda FDA esrar da dahil olmak iizere diger riskli maddeler i¢in bu {iriinlerin
tizerlerine etiket yapistiritlmasini talep ederek gidalarin ve tibbi iiriinlerin glivenirliligini
artmasin1  saglamistir'®>.  Ayrica, esrar1 kokain ve eroin gibi diger yasadisi
uyusturucularla birlikte gruplayan 1914 tarihli Harrison Yasasinin kabuliinde sonra,
esrar tiirevli {irtinlerin pazarlanmasi ve kullanimi 6nemli 6l¢lide azalmistir. Esrardaki
ticari ilginin azalmasi ilag sirketleri tarafindan uygulanan politik baski ile daha etkili,
daha giivenli ilaglarin gelistirilmesine sebep olmustur. Daha sonra, esrar iiriinlerinin
(marihuana gibi) eglencesel kullanimi biiylimiis ve esrarin kétiiye kullaniminin artmasi,
1937 tarihli Marihuana Vergi Kanunu'nun meclisten yasa olarak ge¢mesine neden
olmustur. Bu yasanin uygulanmasindan kisa bir siire sonra, esrar ve diger esrar

tiriinlerinin kullanilmasi, bulundurulmasi ve dagitilmasi yasaklanmgtir'*!3.

2.2 Sentetik Kannabinoidler

Yasadisi madde Treticileri 2004’ten itibaren Spice, K2 gibi farkli marka
adlartyla yasadisi bitkisel maddeleri liretmeye baslamislardir. Bu maddeler 2006’dan
beri Isvigre, Avusturya ve Almanya gibi Avrupa iilkelerinde satilmaya baslanmustir.
Maddelerin hazirlanmasi esnasinda kimyasal katki maddeleri, kurutulmus bitkilerin
tizerlerine pliskiirtiilerek gilivenli ve esrara alternatif dogal madde algis1 olusturulmustur.
Bu bitkisel karisimlar yasal diizenlemelerden kaginmak i¢in genellikle “tiitsii”, “insan

kullaninmi i¢in degildir” ve “bitkisel terapi {riinleri” etiketleriyle piyasaya

siiriilmiislerdir!”.



Sekil 2. Piyasada bulunan sentetik kannabinoid paketlerinden bazilari

"Spice" veya "K2" olarak da bilinen bu maddeler, esrar ile ayni reseptdrlerle
etkilesime girerler ve dolayisiyla, esrarin psikoaktif bileseni olan delta-9-
tetrahidrokanabinoliin (THC) etkilerini taklit ederler. Bununla birlikte, dogal esrarin
sadece sentetik versiyonu olarak kabul edilemezler c¢ilinkii daha gii¢lii ve toksik
bilesiklerdir, etkileri esrardan daha yogun ve kalicidir'®. Son 15 yilda, kullanimlart
diinya capinda ciddi saglik ve yasal kaygilara yol agacak &lgiide artmistir'®.

Sentetik kannabinoidler piyasaya ilk olarak 2000'li yillarda bitkisel karigimlar
olarak  ¢ikmislardir. Bu maddeler zamanla naftoilindollerden (JWH-018)
naftoilindazollere (THJ), ardindan daha yakin zamanda ortaya c¢ikan indazol
karboksamidlerden (AKB-48) indol karboksamidlere (MDMB-CHMICA) kadar farkli
kimyasal yapilara sahip molekiiller olarak degisim gostermislerdir.’®. Florlanmis
tiirevleri ise ana bilesiklerin giiciinii ve/veya etkinligini arttirmasi i¢in olusturulmustur.
Hepsi ciddi psikostimulan etkileri indiikler ve duyusal motor fonksiyonlarini 6nemli
olciide etkilerler?.

2008 yilinda medyada bu maddelerin genel madde tarama testlerinden tespit
edilemedigi ve esrara “yasal alternatif” oldugu haberlerinin ¢ikmasiyla birlikte bu
maddeler  popiilerlik  kazanmislardir®.  Bitkisel ~ karigimlardan  ilk  sentetik
kannabinoidlerin tespiti 2008 y1l1 sonunda gdzlenmistir. Ilk nesil SK iiriinlerinde en ¢ok
karsilagilan sentetik kannabinoid tiirleri CP-47,497 ve JWH serisi maddelerdir. JWH
serisi maddeler 1990’1 yillarda Clemson Universitesi Laboratuvarlarinda

endokannabinoid sistemlerde etkili terapotik ajanlarin arastirilmasi sirasinda John



William Huffman tarafindan sentezlenmis bir grup maddeyi temsil etmektedir. O
zamandan beri yeni SK’larin sayis1 ve tiirii siirekli olarak artmigtir®.

Sentetik kannabinoid iirlinleri, E vitamini ile birlikte bir veya daha fazla
kannabinoidin de eklendigi karigimlar halinde satilmaktadir®'. Vitamin ilavesi,
kannabinoidlerin bitkisel {irlinlerdeki analizini maskelemeye yardimeci olmak igin
kullanilmaktadir. Kesin igerikleri bilinmemektedir, ancak paket bilgileri igerik olarak
kabul edilen bitkisel bilesenleri listelemektedir??. Spice iiriinlerinin listelenen bilesenleri
genellikle Baybean, Mavi Lotus, Aslan Kuyrugu, Lousewort, Hint Savascisi, Ciice
Kiirkii, Maconha Brava, Pembe Lotus, Hatmi, Kirmiz1 Yonca, Giil, Sibirya Anavatani,
Vanilya ve Bal gibi bitki/bitkisel bilesenlerin uzun bir listesini icerir. Ik baslardaki
varsayim esrar benzeri etkiden sorumlu olan bir bitkisel igerik maddesi olduguyken
ilerleyen zamanlarda, bu tirlinlerin i¢ilmelerinden sonraki bildirilen etkilere dayanilarak,
arastirmalar icerebilecekleri listelenmemis bilesenleri tanimlamaya odaklanmustir'®,

SK'ar (K2 veya Spice gibi), aseton veya etanol gibi bir ¢6ziicii i¢inde
¢oOziiniirler. Bitkiler daha sonra doygun hale getirilir, kurutulur ve bdylece ¢oziiciiniin
buharlagsmasi saglanir. SK'lar bitki materyali lizerinde kalir. Bitkilerde kalan SK miktar1
oldukca degiskendir ve bu farkli K2 ve Spice formiilasyonlarinin degisen etkiler
gostermelerine yol agmaktadir.?.

Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Su¢ Dairesi'ne gore, sentetik kannabinoidler
‘Yeni Nesil Psikoaktif Maddeler’ (NPS) arasinda en sik kullanilan bilesikler olmaya
devam etmektedir ve sentetik katinonlar ile birlikte halk sagligi i¢in ciddi bir risk
olusturmaktadir?®?*. 2008 ve 2016 arasinda, 240 'dan fazla farkli sentetik kannabinoid
65 liye devlet tarafindan bildirilmistir; bu maddelerin degistirilebilir yapilart nedeniyle,
her yil hepsi mevcut piyasada bulunmaz ve siirekli yenileri ile degistirilirler**.

Bu yeni nesil psikoaktif maddelerin izlenmesi veya kontrol altina alinmasi,
kimyasal ¢esitliligi, yeni molekiil sayilariin fazlaligi ve ortaya ¢ikma hizlarindan
dolay1 oldukc¢a zordur. Su anda, spesifik molekiiller yerine bazi kimyasal yapidan
tiiretilen madde siniflarinin tamamini hedefleyen daha genis bir diizenlenme saglanarak

mevzuatlara daha genel bir yaklasim getirilmistir®.



2.2.1 Sentetik Kannabinoidlerin Tarihcesi

Yasadist laboratuvarlarda iiretilen maddelerin iiretimi, ticareti ve kotiiye
kullanilmas: diinya ¢apinda bir problemdir. 1960'lara kadar olan ilk yillarda, baslica
suistimal edilen maddeler eroin, kokain, LSD ve amfetamin iken 1970'lerin sonunda ve
1980'lerin basinda baslayan yasadist liretim yapan laboratuvarlar, kontrol edilen
maddelere benzer farmakolojik etkiler iireten ancak ulusal kontrol politikalarinin
hiikiimlerinden kaginmak i¢in yapilar1 bakimindan yeterince farkli olan tasarimci ilaglar
olarak adlandirilan maddeleri sentezlemistirler’!. Bu bilesiklerin evrimi biiyiik 6l¢iide
mevzuatla sekillenmistir®.

Yeni nesil psikoaktif maddeler pazarda “yasal keyif vericiler”, “banyo tuzlar1” ve
“aragtirma kimyasallar1” adiyla satilmaktadirlar. Bu konuda kesin bir terminoloji
gelistirilmesi i¢in, UNODC “1961 Narkotik ilaglar ile Ilgili Toplanti veya 1971
Psikotropik Maddeler Toplantisi’nda kontrol listesine alinmamis ama halk sagligi i¢in
ciddi bir tehdit olan saf olarak veya preparat halinde kullanilip kotiiye kullanimi olan
maddeler i¢in Yeni Nesil Psikoaktif Madde tanimini olusturmustur. Buradaki yeni
terimi maddenin yakin zamanda bulunmasindan ziyade- bir¢ok NPS 40 yil once
sentezlenmistir- illegal pazarda yakin zamanda kullanima sunuldugunu belirtmektedir?®

Sikloheksilfenoller (CP), 1970 ve 1980 arasinda sentezlenmistir; CP55,940
kannabinoid reseptdrlerin lokalizasyonu igin kullanilmistir®’.

Hebrew Universitesi’ndeki (HU) laboratuvarinda Dr. Raphael Mechoulam
tarafindan olusturulan HU-210 THC’ye yapisal olarak benzeyen bir dibenzoypiran ve
gii¢lii bir CB1 ve CB2 agonistidir?’.

19901arda, WINS55,212 212 gibi aminoalkil indoller potansiyel olarak daha
giivenli (psikotropik olmayan) farmakoterapiler olarak arastirilmistir®’.

Alandaki bu gelismeler CB1 ve CB2 kannabinoid reseptorleri ile yap1 fonksiyon
iliskileri {izerine calisan John W. Huffman'nin yeni SK'lar sentezlemesine neden
olmustur. John W. Huffman (JWH), klasik dibenzopirandan farkli kimyasal yapilara
sahip, ancak hayvanlarda kannabimimetik etkileri ortaya ¢ikaran en genis SK serisini
yaratmistir’®.  1980’lerin sonlarmndan 2010’a kadar Huffman, bilimsel arastirma
amactyla JWH 6n ekiyle baslayan birden fazla sentetik kannabinoid sentezlemistir®.

Son yirmi yilda gelistirilen diger SK’lar, AM serisi (Alexandros Makriyannis) ve
AB-FUBINACA gibi indazol-karboksamid tiirevleridir®’.



Bu bilesikler, 2004’e kadar, Avrupa'da esrara yasal alternatif maddeler olarak
pazarlanmalarina kadar aragtirma ortami disinda bilinmemekteydi. Baslangigta “Spice”
olarak bilinen ve bitkisel tiitsii olarak pazarlanan kurutulmus bitkisel materyal
karigimlarinin, kullanicilarin yasadigi fiziksel ve psikolojik etkilere neden oldugu
diistintiliiyordu. Spice karigimlarindaki SK’lar Avrupa’da ilk olarak 2008 yilinda Alman

arastirmacilar tarafindan saptanmustir.?.

2.2.2 Sentetik Kannabinoidlerin Yapilari ve Siniflandirilmasi

Sentetik kannabinoidler birbirlerine benzemeyen ¢ok ¢esitli bilesikler icerir ve bu
durum SK’larin smiflandirilmasmi  oldukga karmasik hale getirir'’. Kanabinoid
reseptorli agonistleri farkli madde gruplarindan olugmaktadir, ancak ¢ogu lipofiliktir,
apolardir ve 22 ile 26 karbon atomundan olusur. Bu nedenle, sigara gibi icildiklerinde
kolayca buharlagmalar1 beklenir'®.

SK’larin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi, siiregelen gelisimleri ve kimyasal
yapilarindaki genis farkliliklar nedeniyle olduk¢a karmasiktir ve sistematik degildir.
Isimlendirmeleri kisaltmalar ve numaralandirmalar igerir. SK'larin kimisinde, bir
maddenin ilk defa test edildigi ya da analiz edildigi ya da onu sentezleyen yeri gdsteren
bir 6neki vardir®,

SK’larin kimyasal yapilarina gore siiflandirmalar1 ise Howlett ve ark. ve Thakur
ve ark. tarafindan asagidaki gibi olusturulmustur®-3!:

1. Naftoilindoller JWH-018, JWH-073, JWH-398)

. Naftilmetilindoller

. Naftilopiroller

. Naftilmetilindenler

. Fenasetilindoller JWH-250, JWH-253)

. Siklohegzilfenoller (CP 47,497, CP 47,497 homologlar1)
. Klasik Kannabinoidler (HU-210, nabilon)

. Benzoilindoller (AM-694)
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Baglantili Grup

Sekil 3. Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapis1*

Cogu sentetik kannabinoidin yapis1 dort gruptan olusmaktadir. Bunlar; kuyruk,
cekirdek, baglayic1 ve baglantili grup seklindedir. Her bilesene bir kod adi atanmasi,
kannabinoidlerin kimyasal yapisinin uzun kimyasal ad olmadan tanimlanmasini

saglamaktadir®?.

2.2.3 Sentetik Kannabinoidlerin Farmakolojik ve Toksikolojik Ozellikleri

Bitkisel “spice” flriinlerinde yer alan materyallerin farmakolojik ve toksikolojik
ozellikleri tamamen bilinmemektedir. Bu nedenle, potansiyel saglik riskleri veya bu
uriinlerin olas1 psikoaktif etkileri kesinlikle belirtilememektedir. Sentetik madde
iceriklerinin iirlin bilgisinde belirtilmedigine de dikkat edilmelidir. “Spice” tiriinlerine
iliskin ambalaj bilgilerinde yalmizca bitkisel igeriklerden bahsedilmesi, sentetik
maddelerin gizlice eklenmis olabilecegini gostermektedir. Sentetik kanabinoidlerin
farmakolojisi ve toksikolojisi ile ilgili yeterli sayida insan ¢alismasi yoktur. Yiiksek
potansiyelin yami sira, bazi kannabinoidlerin, uzun siireli psikoaktif etkilere yol
acabilecek uzun yarilanma Omiirleri vardir. Ayrica, sigara karigimlarinda hem mevcut
maddeler hem de madde miktarlar1 bakimindan 6nemli degiskenlikler olabilmektedir.
Bu nedenle, asir1 doz ihtimali esrara oranla daha yiiksek risktedir. Olumsuz etkileri
genellikle paranoya ve hafiza kaybini icermektedir. Uzun siireli kullanim, sizofreni de

dahil olmak {izere akil hastalar1 i¢in zararli olabilmektedir. Bu yasadist maddelerin
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icerigindeki bilgi eksikligi, insanlarin tiikettikleri {irinlin giiclinii bilmedikleri anlamina
gelmektedir®>,

Vaka raporlari, oral kullanim1 ve inhalasyon yoluyla kullanimi gésterirken herhangi
bir parenteral veya rektal uygulama yolu tarif edilmemistir**. Bu maddeler, esrarinkine
(recine, bitki veya yag) benzer farmakolojik etkilere -6zellikle kullanicilar tarafindan en
¢ok arzu edilen mutluluk ve ofori- sahiptir'®. Spice karisimlar1 ayrica tutarsiz duyusal
degisikliklere (gorsel, dokunsal ve isitsel algilarda yanilsamalar, haliisinasyon ve yavas
zaman hissi gibi) neden olarak gdsterilmektedirler?>3>.

Bugiine kadar bir¢ok SK sentezlenmistir, bazilarinin hi¢bir zaman hayvanlar veya
insanlar iizerinde in vitro veya in vivo ¢aligmalar1 yapilmamistir. Bu nedenle reseptor

afiniteleri, metabolik mekanizmalar1 ve farmakodinamik desenleri bir¢ok SK ig¢in

bilinmemektedir®.

2.2.3.1 Farmakodinamik

Sentetik  kannabinoidler beyindeki CB1 ve/veya CB2 reseptorlerine
baglanabilmelerini saglayan yapisal oOzellikler tasimaktadirlar. Yapilan in vitro
calismalarda, baz1 SK’larin kannabinoid reseptorlerine (cogunlukla CB1) THC'den daha
cok baglandig1 ve bu nedenle daha ciddi fizyolojik etkilere neden oldugu gosterilmistir.
Yapilan caligmalar sentetik kannabinoidlerin 6liimlii vakalara neden olduklarin1 da
gostermektedir!”.

SK'ler hem kannabinoid reseptor tip 1'e (CB1) hem de kannabinoid reseptor tip 2'ye
(CB2) baglanabilir ve CBI reseptoriinii CB2 reseptoriinden daha fazla uyarirlar. Bu
reseptorler esas olarak merkezi sinir sisteminde bulunurlar ancak periferik dokularda,
akcigerlerde, karacigerde ve bobreklerde de bulunmaktadirlar. Beyin iginde CBI
reseptorleri merkezi sinir sisteminde (MSS), ozellikle de amigdala, singulat korteks,
prefrontal korteks, hipotalamus, hipokampus, niikleus akumbens, ventral tegmental alan
ve serebellumda bulunurlar®®. CB1 reseptérleri G-eslidir ve siklik adenozin monofosfat
seviyelerini azaltmay1 indiiklerler. Bu reseptorler kannabinoidlerin psikotropik etkileri
ile iliskilidirler®. SK reseptor agonistleri, voltaj kapili iyon kanallar1 ile etkilesime
girerler ve membran potansiyellerini azaltarak potasyum, sodyum ve N, P / Q tipi

kalsiyum kanallarmi inhibe ederler?’.
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CB2 reseptorleri, immiin ve hematopoetik hiicrelerde bulunurlar. Bu reseptorlerin
uyarilmas1 immiinomodiilatdr etkilere sahiptir®®. iki reseptdr arasindaki iliski tam olarak
anlagilamamistir. SK'lar tam CB1 reseptorii agonistleri iken THC kismi bir CBI1
reseptorli agonistidir. Bu nedenle, SK'lar THC'den daha yiiksek afiniteyle kannabinoid
reseptOrlerine baglanirlar. Laboratuvar hayvanlar1 iizerinde test edildiginde, CB1
reseptOrii stimiilasyonu, kannabinoid tetradi olarak bilinen hipotermi, analjezi, katalepsi
ve lokomotor supresyonu seklinde ortaya ¢ikar®’. Kanabinoidler ayrica spesifik olarak
hiicresel membranlara baglanirlar. Ayrica opioid ve benzodiazepin reseptorleri,
prostaglandin sentetik yolaklar1 ve protein metabolizmasi iizerinde etkilidirler?.

SK'larmn etkisi ile ilgili bilgiler yeterli insan ¢alismast bulunmadigindan
bilinmemektedir ancak bu maddeler THC'den daha etkin ve toksiktirler. Kalite
kontroliiniin olmamasi, farkli K2 veya Spice iirlinlerinde SK konsantrasyonlarinda

tiriinden {iriine farkliliklara yol agmaktadir'®?

. Ayrica, K2 veya Spice iirilinleri
genellikle ongoriilemeyen sekillerde etkilesime girebilen birden fazla yapi veya SK
formu igerirler. Brents ve arkadaslari, farelerde JWH-018 ve JWH-073 gibi iki farkli SK
yapisinin birlikte uygulanmasinin, ¢alisma tasarimina bagli olarak ilave, sinerjik veya
antagonistik etkilesimler lretebilecegini gostermistir. K2 tirlinlerinde bulunan g¢oklu
SK'lar arasinda meydana gelen benzer sinerjistik etkiler, bu maddelerle iligkili olan
olumsuz yan etkileri arttirabilmektedir®®. Birgok SK tipi vardir ve her biri kannabinoid

reseptorleri igin benzersiz bir baglanma afinitesine sahiptir?.

2.2.3.2 Farmokokinetik

Absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon gibi farmakokinetik bilgiler
acisindan SK’larin farmakolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir®’.

Sentetik kanabinoidler genellikle sigara gibi icilirler. Bu maddelerin ¢ogu yiiksek
oranda lipofiliktir ve sigara gibi icilme durumunda ayrisma olmadan buharlasir. Istenen
farmakolojik etkilerin nispeten hizli baglamasi kullanicilar tarafindan tercih edilmesinin
nedenlerinden biridir. Sigara gibi kullanim esrarda psikoaktif olmayan THC asit A'y1
istenen psikoaktif THC'ye doniistiiriir ancak sentetik kannabinoidler zaten stabil
psikoaktif formlarida bulunurlar®®.

Sigara ictikten sonra, eylem baslangic1 genellikle esrar kullanimina benzer sekilde

birka¢ dakika i¢inde gerceklesir. Bunun nedeni akcigerlerden aninda emilim ve
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kullanimdan sonra birka¢ dakika i¢inde beyin gibi diger organlara yeniden dagilmadir.
Oral kullanimda ise; yiyecek alimi ve sindirim aktivitesinden dolayr emilimde bir
gecikme olur®.

Gozlenen bir baska potansiyel problem ise, bu bilesiklerin veya bunlarin
metabolitlerinin ~ sahip  olabilecegi  bilinmeyen kiimiilatif  toksik  etkilerin
olusabilecegidir. Bazi raporlar, bu maddelerin bir kisminin daha hizli bir tolerans
gelisimi  nedeniyle esrarla karsilastirildiginda bagimlilik potansiyelinin yiiksek
olabilecegidir®.

Bu maddelerin metabolizmasi, sitokrom P450 tarafindan oksidasyon, ardindan
UDP-glukuronosiltransferaz  (UGT) tarafindan  konjugasyon igerir. SK’larin
metabolitleri, CB1 reseptorleri i¢in yiiksek bir afiniteye sahipken, THC metabolitleri
CB1 reseptorleri icin diisiikk afiniteye sahiptir. Patton ve arkadaslari, SK’larin
metabolizmasinin maddeye ve bireysel kullaniciya bagli olarak degisebilecegini
gostermistir’®, Bu farkliliklar klinik toksisitedeki farkliliklar1 aciklamaya yardimci

olabilir ve sitokrom P450 ve UGT'lerin indiiksiyonunu veya inhibisyonunu

gdsterebilir?.

2.2.4 Sentetik Kannabinoidlerin Analizlerinde Kullanilabilecek Biyolojik Ornekler

SK’larin halk sagligima yonelik tehdit olusturmas: ve diinya capinda hizla artan
kullanimlar1 nedeniyle, farkli biyolojik matrikslerde tespit edilmeleri i¢in giivenilir
analitik yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. SK'larin kimyasal yapilart stirekli
degistiginden ve bu yeni irlinlerin yasa dis1 madde pazarinda hizlica yayilmasindan
dolayi, analitik laboratuvarlar giincel olarak yaygin bulunan maddelerin tespiti i¢in
kendilerini siirekli giincellemelidirler!’.

SK igeren {irlinlerin iiretiminde, satisinda ve kullanimindaki biiylime gz Oniine
alinarak bu maddelerin, pazarlanan {iriinlerde ve viicut sivilarinda (idrar, kan veya oral
sivl) analizi ig¢in secici, hassas ve yiiksek verimli analitik yontemlere sahip olmak
gereklidir. Bu tiir yontemler, kullanicilarin tespiti i¢in ¢ok onemlidir. 2004 yilindan
itibaren, SK’larin tanimlanmasi ve belirlenmesi ile ilgili yayinlarin sayist siirekli olarak
artmaktadir®.

Sentetik kannabinoid ve metabolitlerinin tanimlanmasi ve belirlenmesi kan, idrar,

sa¢ ve oral siv1 dahil olmak iizere cesitli viicut sivilarinin analiziyle gerceklestirilebilir.
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SK’larin mevcudiyeti icin; bitkisel karisimlar ve tozlar gibi ele gecirilen {iriinler analiz
edilmelidirler!’.

Uygun biyolojik 6rnegin sec¢imi, adli toksikoloji analizinde énemli bir adimdir. Bu
se¢im; Orneklerin mevcudiyeti ve analizin amaci gibi bircok faktére baghdir. Kan ve
oral stv1 drneklerinde ana maddeler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunur, bu nedenle
bu drneklerdeki SK’larin analizi i¢in yontemler ¢cok hassas olmalidir. Idrar, son maruz
kalma durumunun izlenmesi i¢in en yaygin toplanan biyolojik Ornektir. Bununla
birlikte, idrardaki maddelerin analizi karmasiktir ¢iinkii maddenin metabolitleri
hakkinda bilgi gerektirmektedir. Saptama hassasiyetini arttirmak i¢in idrar 6rneginde
asitlerle veya enzimlerle hidroliz yapilmalidir. Kan ve idrar, SK testi i¢in en 6nemli
biyolojik ornek secimidir. Sag, ilaca maruz kalmanin belgelenmesinde alternatif bir
biyolojik 6rnek olarak kullanilabilir. SK’larin stabilite sorunu nedeniyle, orneklerin
miimkiin oldugunca dondurulmus halde tutulmasi Onerilir ve Ornek ekstraktlar

ekstraksiyondan kisa bir siire sonra analiz edilmelidir!’.

2.2.4.1 Kan

Kan ornegi, diger drneklere gore bazi avantajlar sunabilir. Yasadis1 ilaclarin etkisi
altindaki siiriiciileri belirlemek i¢in oldugu gibi son zamanlarda kullanilan uyusturucu
kullaniminin  belirlenmesi icin kullanilabilir*!. Ayrica, akut veya kronik madde
kullanimuyla ilgili yararh bilgiler verecek ana madde ve metabolit konsantrasyonlarinin
ve oranlarmin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Ancak, kan 6rneklemesi, toplama ig¢in
tibbi personelin bulunmasi, yontemin invaziv olmasi1 ve enfeksiyon riskinden dolay1
onemli sorunlar olusturur'’.

Kan oOrnegideki SK konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok diisiiktiir ve bu nedenle,
tespitleri i¢in analitik yontemlerin ¢ok hassas olmalar1 gerekmektedir. Kan 6rneklerinde
SK'larin belirlenmesindeki bir diger zorluk ise, akut kullanimin saptanmasi i¢in olan
stirenin kisa olmasidir (saat-giin). SK’larin uzun siireli kullanim1 durumunda, tespit i¢in

siireler, yagli dokulardaki mevcudiyetinden dolay1 daha uzun olabilmektedir*?,

2.2.4.2 idrar
Idrar, ilag kullanrminm kamitini  saglamada ve ilaca maruz kalmanin

degerlendirilmesinde toksikolojik analiz i¢in en yaygin kullanilan biyolojik ornektir.
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Idrar 6rneklerinin toplanmasi kolay ve invaziv degildir ve analit konsantrasyonlar1 kan
veya oral sivi drnekleri ile karsilagtirildiginda genellikle daha fazla oldugundan bir¢ok
laboratuvar i¢in tercih edilen biyolojik 6rnektir. Ayrica, idrarda tespit sliresi kana gore
daha uzundur (giinler-haftalar). Baz1 bilesikler i¢in idrar 6rnegindeki pozitif sonuglarin
prevalansi, kanda gozlenenden daha yiiksektir, ¢iinkii tespit pencereleri idrar numuneleri
icin daha uzundur. Bununla birlikte, idrar1 6rnek olarak kullanmanin seyreltme veya hile
olasiligr igermesi ve madde etkisinde oldugu siliphelenilen siiriiciiler i¢in uygun
olmamasi gibi baz1 dezavantajlar1 vardir. Idrar &rnegi sadece gegmis kullanimin kanitini

vermektedir'”.

2.2.4.3 Oral Sitv1
Oral s1ivi madde etkisinde olup olmadig: siiphelenilen siiriictileri belirlemede kan

Ornegi yerine veya isyeri madde testi yapilan yerlerdeki kullanicilart belirlemede idrar
ornegi yerine alternatif drnek olarak kullamlabilmektedir. Ornek toplamasi kolay ve
hizlidir. Ayica idrar 6rneginde yapilan seyreltme islemi yapilamamaktadir. Bununla
birlikte 6rnek hacminin analiz i¢in yeterli olmamasi ve bazi kullanicilardan analiz igin
yeterli miktarda oral sivi 0rneginin toplanamamasi gibi baz1 dezavantajlar1 da vardir.
Ornek  hacmindeki yetersizlik, Ornek toplamada kullanilan cihazdan da

kaynaklanabilmektedir®.

2.2.4.4 Sac¢

Sag, ilk kez 1979'da toksikoloji alaninda uzun siireli madde maruziyetini
belgelemek i¢in madde testlerinde kullanilmak {izere alternatif bir Ornek olarak
tanimlanmistir. Sag testlerinde kullanilan segmental analiz sayesinde diger biyolojik
orneklerle kiyaslandiginda uzun vadeli tarama saglamaktadir (aylar gibi). En biiyiik
avantaj1 ise rnek alinan kisinin drnekte hileye basvuramamasidir*,

Sag testlerinin dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, uyusturucu kullanimi sirasindaki
cevresel kirlilife maruziyet analiz sirasinda yanlis pozitif sonuglara yol

acabilmektedir®.
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2.2.5 Sentetik Kannabinoidlerin Toksikolojik Analiz Yontemleri
2.2.5.1 Ornek Hazirlama Yontemleri

2.2.5.1.1 Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE); analitlerin bir kati sorbent iizerine emdirilmesi ve
ardindan yikama ve eliient alma agamalariyla Ornekten istenilen maddelerin izole
edilmesi yontemidir. Bu asamalarin her biri izole edilecek maddenin tutunma ve
saliverilme mekanizmalar1 lizerinedir. Sorbent se¢imine bagli olarak, toksikolojik
acidan alakali maddelerin ekstraksiyonu; hidrofobik, hidrofilik, veya elektrostatik
etkilesimleri yoluyla elde edilir. SPE icin pek ¢ok yontem gelistirilse de sivi-sivi
ekstraksiyonu (LLE) kadar basit degildir. Fakat SPE yonteminin yiliksek ekstraksiyon
verimliliginden dolay1 ¢ok az 6rnege ihtiyag duymasi ve bu nedenle daha az ¢oziicii

tiikketimi gibi avantajlar vardir*®.

2.2.5.1.2 Sivi-Sivi Ekstraksiyonu
Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) ¢ogu matriks tiiriinde uygulanabilir. SK’larin yiiksek
hidrofobik o6zellikleri nedeniyle ekstraksiyonunda, genellikle sivi-sivi ekstraksiyonu

47,48

tercih edilir. Kan*"*®, serum*~°

51-54 42

, 1drar , vicut s1vis1i*™ ve sa<;55 gibi matrikslerde
SK’larin ekstraksiyonunda kullanilan bir yontemdir. Ornege tert-biitil metil eter,
kloroform, ve dietil eter gibi su ile karigmayan bir organik ¢oziiciiniin eklenmesini ve
maddenin ve/veya metabolitlerinin organik ¢oziiciiye ge¢mesi ile gerceklesir. Boylece
hedef bilesikler, 6rnek katmanindan organik faza transfer olur. Gergek ornekten tiim
maddeleri yakalamak igin yeterli miktarda ¢oziicii kullamlmalidir. ki faz karisimi
calkalanarak karistirillir ve daha sonra organik fazin ayrilmasima izin verilir. Farklh
bilesik simniflar1 i¢in optimize edilebilir. Bununla birlikte, analizden once fazla

miktardaki ¢dziiciiyii gidermek igin bir buharlagtirma basamag1 gerektirir!”.

2.2.5.2 Analitik Yontemler

2.2.5.2.1 immiinolojik Analiz Yéntemler
Immiinoassay, negatif 6rnekleri elimine etmek icin ilk tarama testi olarak kullanilan
hizli bir tekniktir. Bu testlerin diisiik hassasiyetlerinden dolay1 ¢apraz reaktivite ve

yanlis pozitif sonuglar olusabilir. Bu nedenle, toksikologlar tiim pozitif immiinolojik
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test bulgularinin kromatografik analiz ile tekrar test edilmesini ve onaylanmasini
onermektedir®. Immiinoassay testleri, oral sivida ve idrar &rneklerinde SK'larinn ve
metabolitlerinin taranmasi icin kullanilmistir3-°.

Sentetik kannabinoidler ve metabolitlerini tespit etmek i¢in Randox Toksikoloji,
Neogen Corporation, Cayman Chemical, Immunalysis Corporation ve Ulusal Tibbi
Hizmetler tarafindan yapilan farkli ticari kitler mevcuttur’’. Immunoassay testleri gibi

tarama analizleri diisik maliyetli ve daha az zaman harcayan yaklasimlarin

gelistirilmesi igin caba gosterilmelidir®.

2.2.5.2.2 Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografi-Kiitle Spektorometresi (GC-MS), ¢ogu laboratuvarda biyolojik
orneklerde kotiiye kullanilan ilaglarin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir aywrma teknigidir. Bununla birlikte, GC-MS, analitlerin kiitlelerinde
yiiksek alikoyma ve siirlama gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Ayrica, termal olarak
kararsiz olan bilesikler, GC enjeksiyon portunda ayrigabilir. Amino veya hidroksil
gruplar1 gibi polar bir fonksiyonel gruba sahip olan ¢ogu bilesik, madde ile kolon sabit
faz1 arasinda analitin zayif bir sekilde algilanmasina yol agan polar bir etkilesime neden
olabilir. Bu problemlerin iistesinden gelmek icin bu bilesiklerin ekstraksiyon
asamasinda tilirevlendirme adiminin eklenmesi gerekir. Tiirevlendirme, molekiiliin
fonksiyonel gruplarin1 ve kimyasal 6zelliklerini degistirerek bilesiklerin sabit faz ile
daha az tepkimeye girmesi saglanarak daha kararli hale getirebilir. Tiirevlendirme
ayrica duyarliligr ve ozgiilligl arttirmak, pikin seklini iyilestirmek, polar bilesiklerin
kuyruklanmasini azaltmak ve ucguculugunu ve iyonlagmasini arttirmak i¢in kullanilir.
Bununla birlikte, bu ekleme asamasi daha fazla zamana ve toksik reaktif kullanilmasina
neden olabilir. Ayrica, baska bir olas1 hata kaynagi da ortaya c¢ikarabilir. SK’larin
analizinde, bilesiklerin tespit edilebilirligini ve stabilitesini arttirmak ve analitik
etkinligi arttirmaya yardimei olmak i¢in GC analizinden Once bir tiirevlendirme adimi
icermesi 6nemlidir’®.

SK'lar, aktif ve polar fonksiyonel gruplar igeren organik bilesiklerdir ve farkl
tiirevlendirme reaktifleriyle reaksiyona girebilirler. Genel olarak, GC-MS'in duyarlilig:
diisiiktiir, bu da biyolojik numunelerdeki 6zellikle kandaki SK’larin belirlenmesini

zorlastirir!”.
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2.2.5.2.3 Si1vi Kromatografisi

LC, SK'lar ve bunlarin metabolitlerini igeren farkli tipteki insan numunelerinin
analizi i¢in en popiiler tekniktir. SK’larin analizinde, cogu LC-MS metodunda oldugu
gibi, mobil fazin organik c¢oziiciisii olarak metanol veya asetonitril yaygin olarak
kullanilir. Asetik asit, formik asit veya bunlarin tuzlari, esas olarak, duyarlilii artirmak
lizere iyonlagsmay1 arttirmak i¢in tampon katki maddeleri olarak segilir. C18 kolonlari,
SK'ler ve bunlarin metabolitlerinin LC sirasinda ayrilmasi i¢in kullanilir.

LC'nin kiitle spektrometrisi (MS) ile kombinasyonu, maddeleri tanimlama i¢in gii¢lii
bir analitik aractir. Ikili kiitle spektrometrisi, SK’larin tespiti icin daha ¢ok tercih edilen
bir cihazdir, ¢iinkii maddelerin kimyasal yapilar1 hakkinda tek kiitle spektrometrisinden
daha fazla bilgi sunmaktadirlar.

Elektrosprey iyonlagsmasi1 (ESI) veya atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon
(APCI) genellikle iyonizasyon ig¢in kullanilir. Ana maddenin ve metabolitlerinin
fragmantasyonu, ESI + carpisma ve EI modlari benzerdir. Bununla birlikte, pargalarin
m/z oranlar1 farklidir!”.

SK’larin  ¢ogunun, oOzellikle ESI kullanildiginda 6rnekte bulunan matriks
bilesiklerinden etkilendigi goriilmiistiir®. Matriks etkisini en aza indirmenin en etkili
yolu izotop etiketli i¢ standartlarin kullanilmasidir™. Bununla birlikte, diinya pazarinda
SK’larin hizli bir sekilde ¢ogalmasi ve sertifikali referans malzemenin bulunmamasi
nedeniyle bu her zaman miimkiin degildir. Matriks etkisini minimize etmek icin bagka
bir ¢6ziim yolu ise uygun 6rnek hazirlama prosediiriinii segmektir. Farkli iyonlasma
siirecleri nedeniyle APCI, matriks etkilerine ESI'den daha az duyarl1 gériinmektedir®.

Gegtigimiz birkag yi1l boyunca, bitkisel iiriinlerdeki sentetik kannabinoidleri
tanimlamak ve 6lgmek icin ve ayrica viicut sivilari (idrar, serum ve tiikiiriik) ile sag
orneklerinde metabolitlerini tespit etmek igin biiyiik ¢aba harcanmistir®. Bu yéntemler
arasinda sivi kromatografisi tandem kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS)*, matriks
destekli lazer desorpsiyonu/ucus kiitle spektroskopisinin iyonlagsma siiresi (MALDI-
TOF)%, gergek zamanlh kiitle spektrometrisinde (DART-MS) dogrudan analiz®®, gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi (GC/MS )** ve immiinolojik testler vardir®.

Stv1 kromatografi tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ve sivi kromatografi
yiiksek c¢oziintirliiklii kiitle spektrometresi (LC-HRMS) SK’larin tanimlanmasi ig¢in

gereklidir. Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC-MS), bazen kullanilmasina
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ragmen, zaman zaman yanlis tanimlamaya yol agabilir, ¢iinkii baz1 analoglar benzer
kiitle spektrumlarina sahip konformasyon izomerleri veya regioizomerlerdir. ilging bir
sekilde, siklopropil SK'ler, sicaklikta kararsizdir, GC portuna enjekte edildiklerinde
bozulur®,

En Onemlisi, bir bilesigZi GC-MS veya LC-MS/MS ile tanimlamak igin,
spektrumlarin hali hazirda mevcut veri tabanlari ve karakterize edilen maddelerle
karsilastirilmast gerekir. Bu yontemler, yeni bir maddeyi tespit etmeye calisirken
kullanighi degildir. Hedeflenmemis testler, LC-TOF/MS ve LC-QTOF/MS (sivi
kromatografi-ugus zamanl kiitle spektrometresi) dahil olmak iizere ¢esitli LC-HRMS

yontemleri ile yapilabilirler?.

2.2.5.3 Analitik Zorluklar ve Coziimler

SK’larin saglik tizerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesi ve ciddi toksisiteye
sebep olmalar1 sebebiyle farkli biyolojik 6rneklerde analiz edilebilmeleri klinik ve adli
amagli analizler i¢in dnemlidir. Fakat SK’larin biyolojik o6rneklerde tespitine yonelik
analitik yontem gelisimi mevcut referans malzemelerinin eksikligi, bu maddelerin
yiiksek etkinlikleri nedeniyle psikoaktif etkilerinin goriilebilmesi i¢in diisiik dozlarda
kullanilmast ve bu maddelerin yapisal benzerliklerinden dolayi analizleri esnasinda
girisimlere neden olabilmesi gibi nedenlerle zordur!”.

SK’larin ortaya ¢ikma hizlari, klinik ve adli laboratuvarlar icin gesitli analitik
zorluklara sebep olmaktadir. Maddelerin ortaya ¢ikma hizlar1 ve analizlerde bu
maddelerin dogrulanmalari i¢in gerekli referans standart maddelerin tiretilmesi arasinda
gecen silire farki bu maddelerin analizlerinde zorluklar olusturur. Bu maddeler yiiksek
reseptOr afinitesine sahip olduklarindan diisiik dozlarda kullanilirlar ve bu nedenle ana
maddenin tespitine olanak saglayan kan ve oral sivi gibi biyolojik Orneklerde ana
bilesiklerin ¢ok diisiik derisimlerde bulunmasi bu maddelerin analizlerini zorlastirir!”.

Referans kiitle spektrum kiitiiphaneleri, 06zellikle en son maddelerin
tanimlanmalaria yardimecr olmak ig¢in ticari olarak temin edilememektedir. SK’larin
benzer veya Ortiisen kiitle spektrumlar1 bazen yapisal benzerlikleri ve izomerik formlari
GC-MS tarafindan elde edilir. Yalnmizca kiitle spektrumundaki bilgilerin kullanilmasi da

bu maddelerin yanlis tanimlanmasini arttirabilir. Biyolojik bir materyaldeki yeni
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bilesiklerin yapilar1 hakkinda bilgi sahibi olmadan tanimlanmasi, LC-MS/MS
kullanilarak analiz yapilsa bile ok zordur!”.

SK’larin tanimlanmasi i¢in analitik yontemler siirekli olarak giincellenmeli,
gelistirilmeli ve yeni maddeleri kapsayacak sekilde yeniden degerlendirilmelidir. SK'lar
cesitli fonksiyonel gruplar icerdiginden, SK’larin ekstraksiyonu genel bir prosediir
gerektirir. Cut-offlari, tespit siireleri veya beklenen SK konsantrasyonlar1 hakkinda ¢ok
sinirlt veri yayinlanmistir. Bu nedenle, LOD'ler analitik olarak miimkiin oldugu kadar
diisiik olarak belirlenmelidir. Gilintiimiizde, laboratuarlar bu maddelerle daha fazla
deneyim kazanmistir. Toksikologlar birgok SK’larin ve metabolitlerinin ve SK
kullanimin1 gosteren biyobelirteglerin aranabilir kiitle spektral kiitiiphanesinin daha
biiyiik veri tabanlarini toplamalidir!’.

Bu maddeler CB1 reseptorlerinin tam agonistleridir ve metabolik tiirevleri de
siklikla reseptor aktivitesine sahiptir. Santral sinir sistemi etkileri, kardiyovaskiiler, GI
etkileri ve akut bobrek yetmezligi dahil olmak iizere ¢oklu klinik etkileri olabilmekte ve
Oliimlere neden olmaktadir. Acil servislere bagvuran ve uyusturucu taramasi negatif olsa
bile a¢iklanamayan semptomlar1 olan hastalarda SK'larla ilgili olas1 toksisite siiphesi

diistiniilmelidir?®.

2.2.6 Sentetik Kannabinoidlerin Yasal Diizenlemeleri

Aminoalkil indol ve sikloheksilfenoliin glimriik kontrollerden gegebilmek i¢in farkli
bitkisel icerikli paketlerde gegisi yasal sorunlari ortaya c¢ikarmistir. Bu maddeler ile
dogal kannabinoidler arasindaki yapisal farkliliklar, bu maddelerin {ilkelerin rutin
yasaklt uyusturucu madde listeleri icerisinde siniflandirilmasini engellemistir. Bu
diizenleme konulari, sentetik kannabinoid bilesiklerinin kotiiye kullanimint ve
dagitimmni kontrol etmedeki gecikmeyi kismen agiklamakta ve diizenlemenin yalnizca
kimyasal yap1 karsilagtirmalarina dayanmamasi gerektigini savunmaktadir®®,

2009 yili itibariyle Avrupa’daki bazi tlilkeler (Avusturya, Almanya, Fransa,
Liiksemburg, Polonya, Litvanya, Isveg, Ingiltere ve Estonya), sentetik kannabinoid
bilesikleri iceren tiim {iriinleri Narkotik Yasasina tabi tutmustur ve bdylece merkez
magazalardan ve internetten satiglar1 yasaklanmistir. O zamandan beri, bazi yerel

topluluklar bu yeni maddeler i¢in diizenleyici siirece ya idari olarak ya da yasalar
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yoluyla sentetik kannabinoidlere benzer kimyasal yapilara veya etkilere sahip olan
maddeleri yasaklamay1 amaglayan 6zel diizenlemeler kabul etmislerdir**.
Yasama ¢abalarina ragmen, analiz ve etiketleme sertifikas1 ile gonderilen iirtinler

igerisinde yeni kanabinoidler ortaya ¢iktikca yasal karigikliklar devam etmektedir.
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Sekil 4. Spice etiketlerinde tipik olarak “insan tiiketimi i¢in degil” ve kontrollii sentetik kanabinoidlerin
bulunmadigini belirtmek i¢in kullanilan aldatict bir 6rnek

Ustelik, Spice maddeleri internette hala mevcut olup, iireticiler yasal engellemelerden

kagmak icin siirekli olarak maddelerde hafif yapisal degisiklikler yapmaktadirlar®*,

2.2.6.1 Ulkemizdeki Yasal Durum

Sentetik kannabinoidler Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlihigi Izleme
Merkezi (EMCDDA) tarafindan izlenen en biiyiik yeni madde grubu olmaya devam
etmektedir ve kimyasal olarak giderek daha cesitli hale gelmektedirler. 2008’den bu

yana 179’u tespit edilmis, bunlarm 10 tanesi 2017°de rapor edilmistir>.
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Sekil 5. 2016 yilina kadar AB fiye iilkeleri, Tiirkiye ve Norveg i¢in yakalanan sentetik kannabinoid
miktarlar1®

Tiirkiye’de ilk defa 2010 yili ortalarinda “Bonzai” (JWH-018) sokak ismi ile
goriilmeye baslanan ve degisik tiirleriyle satilan sentetik kannabinoidler, Tiirkiye
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligmi izleme Merkezi (TUBIM) koordinesinde
gerceklesen Erken Uyari Sistemi (EWS) Ulusal Calisma Grubu’nun c¢alismalari
neticesinde, 2011 yili baslarinda 12.06.1933 tarihli ve 2313 sayili Uyusturucu
Maddelerin Murakabesi Hakkindaki Kanun kapsamina alinmigtir’.

Tiirkiye’de uyusturucu madde ile miicadele alaninda hazirlanan yasal diizenlemeler
bir¢ok farkli kanunda yer alsa da bu alanda hazirlanmig temel kanuni diizenlemeleri ii¢
ana baglikta incelemek miimkiindiir:

e 26.09.2004 tarihli ve 5237 sayil1 Tiirk Ceza Kanunu,

TCK Md. 188 uyusturucu veya uyarica madde imal ve ticareti,

TCK Md. 190 wuyusturucu veya uyarict madde kullanilmasini
kolaylagtirmak,

TCK Md. 191 kullanmak i¢in uyusturucu veya uyarict madde satin
almak, kabul etmek veya bulundurmak ya da uyusturucu veya uyarict madde
kullanmak

TCK Md. 192 etkin pigsmanlik
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e 112.06.1933 tarihli ve 2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi hakkinda

kanun ve

e (3.06.1986 tarihli ve 3298 sayil1 Uyusturucu Maddelerle ilgili kanun

Sekil 6. 2017 yili Sentetik Kannabinoid olay sayisinin sug tiirlerine gore dagilimi*

Ceza mevzuatimizda gerek uyusturucu madde kullanim1 gerek bu maddelerin imal
ya da ticareti gerekse de uyusturucu madde kullaniminin kolaylagtirilmasi ve
6zendirilmesi gibi baglantili eylemler Tiirk Ceza Kanunu kapsamindadir.

TCK 191 maddesine gore, uyusturucu veya uyarici maddeleri kullanmak ya da
kullanmak i¢in bulundurmak eylemleriyle ilgili olarak mevzuatimizda, cezalandirmaya
alternatif olacak sekilde kisi hakkinda erteleme karari verilmesi, ayrica erteleme siiresi
zarfinda tedavi ve/veya denetimli serbestlik tedbiri uygulanmasi imkan1 getirilmistir.
Kisi erteleme siiresi igerisinde kendisine yiiklenen yiikiimliiliikleri ihlal ettiginde ya da
tekrar uyusturucu kullandiginda, bu kez iki yildan bes yila kadar hapis cezasi istemiyle

hakkinda kamu davasi a¢cilmaktadir®.

2.2.7 Denetimli Serbestlik

Denetimli serbestlik Anglo-Amerikan Hukuku kokenli bir ceza infaz sistemdir.
Daha sonralar1 Kita Avrupa’sina yayilmis ve ceza infaz alanindaki arayislara cevap
verdigi alan gittikce genisleyerek bugiinkii halini almistir®’.

5237 sayili Tirk Ceza Kanunu’nun 191’inci maddesi; “kullanmak i¢in uyusturucu

veya uyarict madde satin almak, kabul etmek veya bulundurmak ya da uyusturucu veya
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uyarict madde kullanmak” bir sug¢ olarak belirlenmistir. Ancak uyusturucu veya uyarici
madde kullanan kisinin aslinda tedaviye ihtiya¢ duyan bir kisi oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle ayni kanun maddesinde cezaevine alternatif olarak bir dilizenleme
bulunmaktadir. Belirtilen diizenleme, kisinin oncelikle tedavi edilmesini ve tekrar
uyusturucu veya uyarict madde kullanmaktan korunmasini saglamaya yonelik olarak
hakkinda “denetimli serbestlik™ tedbirinin uygulanmasini éngérmektedir.

Kisinin tedavi olmay1 kabul etmesi ve denetimli serbestlik tedbirinin gereklerine
uygun davranmasi halinde, kullanmak i¢in uyusturucu veya uyarict madde satin almak,
kabul etmek veya bulundurmak ya da uyusturucu veya uyarici madde kullanmak
sugundan hakkinda cezaya hiikkmolunmayacaktir.

Tiirkiye genelinde 2017 yil1 itibariyle denetimli serbestlik miidiirliiklerine TCK’nin
191’inci maddesi kapsaminda 84.398 karar gelmis, bu kararlardan 39.288’inin infaz1
gerceklestirilmisken digerlerinin infaz islemleri devam emektedir. 2016 yilinda
uyusturucu madde baglantili suglara iliskin denetimli serbestlik sayisi, toplam denetimli
serbestlik sayismin %33,35’ini olustururken 2017 yilinda bu oran %13,73 olmustur®.

Denetimli serbestlik ceza infaz usulii, Tiirk hukukuna 6291 sayil1 Ceza ve Giivenlik
Tedbirlerinin Infaz1 Hakkinda Kanun ile Denetimli Serbestlik ve Yardim Merkezleri ile
Koruma Kurullar1 Kanununda degisiklik yapilmasma dair kanunlar getirilmistir.
Denetimli serbestlik ceza infaz usulii, denetimli serbestlik ceza adalet sisteminin
hiikiimden sonra hapis cezasinin infazi yerine devreye giren bir tiiriidiir. Bu usul aslinda
kosullu saliverilmenin sartlarinin genisletilmis, ancak denetim olarak ise agirlastirilmig
halini olusturmaktadir®’.

Denetimli Serbestlik siireci, 2005 yilindan bu yana iilkemizde de uygulanmaktadir.
Bu uygulama ile kisilerin ceza infaz kurumlar1 yerine toplum iginde izlenmesi,
tyilestirilmesi, psikososyal sorunlarinin ¢oziilmesi, saliverme sonrasi korunmast, toplum
ile biitiinlesmesi ve buna benzer her tiirlii ihtiya¢ alanlarinda program ve kaynak
saglama, bilgilendirme, yonlendirme konusunda rehberlik ve yardim hizmetlerini
alabilmesi hedeflenmektedir®®.

Denetimli Serbestlik olgularinda, maddelerin biyolojik materyalde saptanmasi
asamasinda; kan, idrar, tiikiiriik, sa¢c ve viicut killar1 kullanilabilir. Bu sebeple madde
kullaniminin en uzun siirede saptanabilecegi biyolojik materyallerde calisilmasi

uygundur. Ter ve idrar numuneleri oncelikle bu amaclar i¢in kullanilabilecek non-
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invaziv materyallerdir. Ancak kisiler idrar 6rnegini veya madde konsantrasyonunu
degistirmek adma cok farkli hileli girisimlerde bulunabilirler. Bu sebeple kisilerden
aliman idrar numunelerinin analizlenmesine kadar olan siirecte gozetim ve giivenlik

zincir uygulanmasi ¢ok 6nem gosterilmelidir®.
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3. GEREC VE YONTEM

T.C. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 04 Mayis 2018 tarihli ve 77 Sayili Toplantisinda, bu ¢aligmanin etik
acidan uygun olduguna dair karar verilmistir (Ek-1). Ayrica, Cukurova Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TYL-2018-10831 numarali proje

koduyla parasal destek saglanmistir.

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

3.1.1 Kimyasal Malzemeler
** (S)-AB-FUBINACA standardi (Cayman chemical, reference standarts)
¢ 5SF-ADBICA standardi (Cayman chemical, reference standarts)
% 5F-NPB-22 standardi (Chiron, reference standarts)
s AB-CHIMINACA standardi (Cayman chemical, reference standarts)
s AB-CHIMINICA_MI1A metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
< AB-CHIMINICA_M3A metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
s AB-FUBINACA-2A metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
s AB-FUBINICA_2B metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
% AB-PINACA standardi (Cayman chemical, reference standarts)
¢ AB-PINACA N-4-hydroxypentyl metaboliti (Cayman chemical, reference
standarts)
s AB-PINACA Pentanoic acid metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
% AB-PINACA_N-(5-hydroxypentyl) metaboliti (Cayman chemical, reference
standarts)
¢ ADB-FUBINACA standardi (Cayman chemical, reference standarts)
% AKB-48-N-5-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
s AKB-48-N-PA metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
¢ AKB-48-N (4-fluorobenzyl) metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
¢ AM-2201 standardi (Cayman chemical, reference standarts)
% AM-2201-6-OH-indol metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
% AM-2201-4-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

% JWH-018 standardi (Cayman chemical, reference standarts)
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JWH-018 OH metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-018-N-pentanoic acid metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-019 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-073 standard1 (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-073 OH metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-073-N-(4-Hydroxybutyl) metaboliti (Cayman chemical, reference
standarts)

JWH-073-N-Butanoic acid metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-081 standardi (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-081-4-OH-NAPHTYL metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-081-N-5-OH-PENTYL metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-122 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-122-4-OHP metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-122-N-5-OH metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-200 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-201 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-203 standardi1 (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-203-N-P-A metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-210 standardi (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-210-5-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-210-5-OH-indol metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-210-N-40OHP metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-210-N-P-A metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-250 standardi (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-250-4-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-250-5-OHP metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-398-N-5-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
JWH-398-NPA metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

RCS-4 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

RCS-4-5-0H-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
RCS-4-N-5-Carboxypentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

RCS-8 standardi1 (Cayman chemical, reference standarts)
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« UR-144 standard1 (Cayman chemical, reference standarts)

s UR-144-N-5-OH-Pentyl metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
«» UR-144-NPA metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

¢ WIN-55212-2 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

+ XLR-11 standardi (Cayman chemical, reference standarts)

+ XLR-11-60H-indol metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
¢ XLR-11-N-4-OHP metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)
s JWH-073-d7 internal standart (Cayman chemical, reference standarts)
% Amonyum Format (Sigma Aldrich)

¢ Metanol (Merck)

¢ Ultra saf su (Merck)

¢ Klorabiitan (Sigma Aldrich)

s 2 M K>CO3 tamponu

3.1.2 Aracg, Gereg ve Cihazlar
¢ Sivi Kromatografi/Tandem Kiitle Spektrometresi (Shimadzu, LC Nexera XR,
8040 MS)
% Santrifiij cihaz1 (6000 devir/dakika, Centurion Scientific Limited)
« Vortex (Velp Scientifica)
+» Hassas Terazi (Mettler Toledo)
¢ Blok 1siticili azot evaporatdr (MD 200 Sample concentrator)
¢ Cam tiip (10 ml’lik)
¢ Balon joje
¢ Vial ve vial kapagi

% Cam insert

3.2 Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Izmir Ege Universitesi Madde Bagmlihigi, Toksikoloji ve Ilag Bilimleri
Enstitiisii’'ne Nisan 2017-Ekim 2017 tarihleri arasinda gelen denetimli serbestlik
hastalarinin idrar Ornekleri steril 6rnek toplama kaplarina alindi ve analize kadar

orneklerin bozulmamasi icin -20°C’de saklandi. On tarama testi sonucu negatif olan
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idrar 6rnekleri kaplarin {izerinde hasta bilgileri olmayacak sekilde topland1 ve Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali Toksikoloji Laboratuvarinda sentetik

kannabinoidler i¢in analiz edildi.

Ornek hazirlanmasinda s1vi-s1vi ekstraksiyon ydntemi kullanildi. -20°C’de saklanan
ornekler analiz 6ncesi ¢ozdiiriildii. Calismada idrar orneklerinden 1’er ml alinarak cam
tiiplere aktarildi. Aktarilan 6rneklerin tizerlerine 200 pul 2M potasyum karbonat (K2CO3)
tamponu, 2 ml klorabiitan ve JWH-073-d7 (1 ng/ml, IS) eklendi. Daha sonra bu
karisimlar 1 dk boyunca vortekslendi. Vortekslenen 6rnekler 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Organik faz 1000’lik pipet ile baska bir cam tiipe aktarildi. Kalan idrar
ornekleri iizerine tekrar 1 ml klorabiitan eklenerek 1 dk vortekslenildi. Daha sonra
tekrar 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Organik faz 1000°lik pipet ile bir dnceki tiipe
aktarildi. Oda sicakliginda nitrojen gazi altinda eliient uguruldu ve 100 ul metanolde

yeniden ¢ozdiiriilerek cam insert’e konulup analiz icin LC-MS/MS cihazina verildi.

3.3 Geri Kazanmim ve Matriks Etkisi Calismasi

Geri kazanim ve matriks etkisi degerlerinin hesaplanmalar1 Matuszewski ve ark.’na
uygun olarak yapilmistir’, Bu kapsamda; 0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL ve 100 ng/mL
konsantrasyonlarinda sentetik kennabinoidlerin standart ¢ozeltileri ile yapilan Slgiimler
(A), negatif idrar orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi eliiente 0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 10
ng/mL ve 100 ng/mL Kkonsantrasyonlarinda sentetik kannabinoid standartlarinin
eklenmesiyle olusan ¢ozeltilerde yapilan dl¢limler (B) ve son olarak ekstraksiyon islemi
basinda son konsantrasyonlar 0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL ve 100 ng/mL olacak
sekilde hazirlanan idrar Ornekleriyle yapilan ekstraksiyon islemi sonrasi yapilan
Olctimler (C) olarak degerlendirildi. Bu calismalar idrar 6rneklerinde 3 bagimsiz

tekrarla yapilmigtir.

Matriks Etkisi (%) = B/A x 100
Geri Kazanim (%) = C/B x100 formiilleri ile hesaplanmustir.

3.4 Cihaz Parametreleri

Sentetik kannabinoidlerin analizi i¢in hazirlanan 6rnekler Shimadzu marka LC

Nexera 8040 MS cihazi kullanildi.
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Sekil 7. SHIMADZU LCMS-8040 S1vi Kromotaografi Kiitle Spektrometrisi Cihazi

LC-MS/MS cihazinin ¢alisma kosullart soyledir:

A\

vV V.V V V V VYV V V VYV V V V VY

Kolon

Iyon Kaynag1

Gaz Akist

Firin Sicakligt

DL Sicakligt

Heat Block Sicakligi
Dedektor Voltaji
Interface Voltaji
Nebulizing gaz
Gradient Programi
Enjeksiyon Hacmi
Analiz Siiresi
Mobil Faz A
Mobil Faz B

Igne Yikama

: Restek Allure PFPP Spum 50x2.1 mm
: Elektro spray ionization (ESI)

: 0.4 ml/dk

: 40°C

: 250°C

: 400°C

: 1.88 kV

:4.5kV

: 3 L/dk

: Binary garient

:20 ul

: 20 dk

: 1 litre ultra saf su igerisinde 10 mM Amonyum Format
: Metanol

: Su/Metanol (50/50 v/v)
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Tablo 1. LC/MS-MS gradient programi

Zaman (dk) Akis (Mobil Faz) %0
10.00 Pump B Conc. 95
15.00 Pump B Conc. 95
15.01 Pump B Conc. 5
20.00 Stop

Sentetik kannabinoidlerin analizi i¢in Shimadzu 8040 LC-MS/MS cihaz1 kullanilmstir.

MRM gecis modlart igin LC-MS/MS parametreleri verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. MRM geg¢is modlari i¢in LC-MS/MS parametreleri

Maddeler Alikonma Onciil fyonlar Uriin Iyonlar CE ESI
Zamam
1 (S)-AB-FUBINACA 8,53 369.10, 324.10 369.10, 109.00 -44 +
2 SF-ADBICA 8,86 362.10, 232.10 362.10, 144.00 -22 +
3 5F-NPB-22 9,26 378.00, 145.00 378.00, 213.10 -41 +
4 AB-CHIMINACA 9,12 357.30, 241.10 357.30, 312.20 =27 +
5 AB-CHIMINICA_M1A 7,56 373.30, 328.20 373.30, 356.20 -19 +
6 AB-CHIMINICA_M3A 6,04 374.30, 257.10 374.30, 145.10 -39 +
7 AB-FUBINACA-2A 6,19 399.20, 109.00 399.20, 253.10 -47 +
8 AB-FUBINICA_2B 6,30 399.00, 109.00 399.20, 382.20 -54 +
9 AB-PINACA 8,86 331.30, 215.10 331.30, 286.20 -26 +
10 AB-PINACA N-4-hydroxypentyl 7,42 347.10, 213.10 347.10, 302.10 -30 +
11 AB-PINACA Pentanoic acid 6,12 361.30, 316.20 361.30, 344.10 -32 +
12 AB-PINACA N-5-hydroxypentyl 7,42 347.20, 213.00 347.20, 301.90 -38 +
13 ADB-FUBINACA 8,90 383.30, 109.00 383.30, 253.10 -50 +
14 AKB-48-N-5-OH-Pentyl 9,68 382.30, 135.10 382.30, 79.20 -23 +
15 AKB-48-N-PA 8,53 396.30, 135.15 396.30, 79.10 -21 +
16 AKB-48-N (4-fluorobenzyl) 10,31 404.30, 135.10 404.30, 107.10 -54 +
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

AM-2201
AM-2201-6-OH-indol
AM-2201-4-OH-Pentyl
JWH-018
JWH-018 OH
JWH-018-N-pentanoic acid
JWH-019
JWH-073
JWH-073 OH
JWH-073-N-(4-Hydroxybutyl)
JWH-073-N-Butanoic acid
JWH-081
JWH-081-4-OH-NAPHTYL
JWH-081-N-5-OH-PENTYL
JWH-122
JWH-122-4-OHP
JWH-122-N-5-OH
JWH-200
JWH-201
JWH-203
JWH-203-N-P-A
JWH-210
JWH-210-5-OH-Pentyl
JWH-210-5-OH-indol
JWH-210-N-40HP
JWH-210-N-P-A
JWH-250
JWH-250-4-OH-Pentyl
JWH-250-5-OHP

JWH-398-N-5-OH-Pentyl

10,23
9,38
9,35
10,50
7,88
8,13
10,64
10,27
9,20
9,27
7,99
10,83
10,15
9,87
10,76
9,83
9,79
9,72
10,20
10,28
7,84
10,82
10,02
10,02
9,98
8,72
10,20
9,05
9,05

10,08
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360.10, 155.05
376.10, 155.05
376.10, 127.05
342.00, 155.05
358.20, 155.10
372.20, 155.10
356.30, 155.10
328.25, 127.00
344.20, 155.10
344.00, 155.00
358.20, 155.00
372.10, 185.10
358.10, 171.10
388.30, 185.00
356.30, 169.00
372.10, 169.10
372.10, 169.05
385.30, 155.10
336.10, 121.15
340.20, 125.00
370.20, 125.00
370.30, 183.10
386.30, 183.05
386.30, 183.05
386.30, 183.15
400.10, 183.05
336.10, 121.15
352.10, 121.10
352.10, 121.15

392.20, 189.00

360.10, 127.10
376.10, 127.05
376.10, 155.10
342.00, 127.05
358.20, 127.10
372.20, 127.10
356.30, 127.10
328.25, 155.10
344.20, 127.10
344.00, 127.00
358.20, 230.00
372.10, 157.10
358.10, 115.10
388.30, 157.05
356.30, 141.15
372.10, 141.10
372.10, 141.15
385.30, 114.10
336.10, 135.00
340.20, 214.15
370.20, 200.05
370.30, 214.15
386.30, 155.10
386.30, 230.10
386.30, 155.10
400.10, 155.15
336.10,91.15
352.10, 91.05
352.10,91.15

392.20, 161.00

24

-25

-25

-25

-25

-26

24

-22

-23

-27

-29

-30



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

JWH-398-NPA
RCS-4
RCS-4-5-0H-Pentyl
RCS-4-N-5-Carboxypentyl
RCS-8
UR-144
UR-144-N-5-OH-Pentyl
UR-144-NPA
WIN-55212-2
XLR-11
XLR-11-60H-indol
XLR-11-N-4-OHP

JWH-073 d7

8,76
10,32
9,09
7,68
10,65
10,65
9,76
8,40
9,69
10,39
9,57
9,28

10,27

406.20, 188.95
322.20, 135.00
338.20, 135.05
352.20, 135.05
376.30, 121.05
312.30, 125.15
328.30, 125.15
342.30, 125.15
427.30, 155.15
330.30, 125.15
346.30, 125.10
346.30, 248.10

335.30, 127.10

406.20, 161.00
322.20, 77.05
338.20, 77.05
352.20,77.10
376.30, 91.05
312.30, 55.05
328.30, 55.20
342.30, 55.10
427.30, 127.10
330.30, 55.10
346.30, 55.20
346.30, 144.00

335.30, 155.05

-23

24

-21

-23

-23

-23

-22

CE-= carpisma enerjisi, ESI= elektrosprey iyonizasyon modu
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4. BULGULAR

Bu calisma igin 58 sentetik kannabinoid ve metabolitleri EMCDDA ve Birlesmis
Milletler Uyusturucu ve Su¢ Ofisi (UNODC) tarafindan bildirilen toksikolojik, adli ve
analitik calismalarda siklikla tespit edilmeleri nedeniyle segilmistir. Calisilan bu
yontemle, 58 sentetik kannabinoid ve metabolitlerinin 45°1 ¢alismada kullanilan yontem
ile belirlenebilirken, 13’i belirlenememistir (Tablo 3). Matriks etkisi sonuclar1 da Tablo

4’te verilmistir.

Tablo 3. Idrarda (0.1, 1, 10 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda) geri kazanim degerleri (n=3).

Maddeler 0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml

1 (S)-AB-FUBINACA 93,0 73,2 72,0 79,9
2 SF-ADBICA 77,2 51,5 68,7 72,5
3 SF-NPB-22 nd nd 71,8 75,3
4 AB-CHIMINACA 81,2 62,4 73,7 92,4
5 AB-CHIMINICA_MI1A nd 28,9 37,3 39,3
6 AB-CHIMINICA_M3A nd nd nd nd

7 AB-FUBINACA-2A nd nd nd nd

8 AB-FUBINICA_2B nd nd nd nd

9 AB-PINACA 87,4 85,9 73,5 86,9
10 AB-PINACA N-4 hydroxypentyl 23,9 21,0 23,6 24,0
11 AB-PINACA Pentanoic acid nd nd nd nd

12 AB-PINACA N-5-hydroxypentyl 33,0 19,0 22,7 21,2
13 ADB-FUBINACA 77,9 54,3 71,9 84,2
14 AKB-48-N-5-OH-Pentyl 76,4 77,8 75,6 93,5
15 AKB-48-N-PA nd nd nd nd

16 AKB-48-N (4-fluorobenzyl) 77,9 83,0 78,1 97,7
17 AM-2201 88,6 80,4 76,3 96,1
18 AM-2201-6-OH-indol 92,1 66,2 75,8 91,3
19 AM-2201-4-OH-Pentyl 74,2 69.4 76,3 92,7
20 JWH-018 83,4 83,9 74,7 90,0
21 JWH-018 OH nd nd nd nd
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

JWH-018-N-pentanoic acid
JWH-019
JWH-073
JWH-073 OH
JWH-073-N-(4-Hydroxybutyl)
JWH-073-N-Butanoic acid
JWH-081
JWH-081-4-OH-NAPHTYL
JWH-081-N-5-OH-PENTYL
JWH-122
JWH-122-4-OHP
JWH-122-N-5-OH
JWH-200
JWH-201
JWH-203
JWH-203-N-P-A
JWH-210
JWH-210-5-OH-Pentyl
JWH-210-5-OH-indol
JWH-210-N-40HP
JWH-210-N-P-A
JWH-250
JWH-250-4-OH-Pentyl
JWH-250-5-OHP
JWH-398-N-5-OH-Pentyl
JWH-398-NPA
RCS-4
RCS-4-5-0H-Pentyl
RCS-4-N-5-Carboxypentyl
RCS-8
UR-144

UR-144-N-5-OH-Pentyl

nd
82,2
80,5
92,8
71,5
nd
76,6
nd
83,1
77,5
85,3
90,0
83,5
87,9
88,9
nd
81,7
83,6
80,4
91,1
nd
82,6
79,6
70,5
74,1
nd
91,8
nd
nd
91,0
nd

83,9
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nd
84,9
80,7
60,3
55,2
nd
83,7
82,3
73,7
84,1
75,1
754
73,8
80,4
79,7
nd
84,6
74,6
754
754
nd
814
56,0
58,2
70,0
nd
81,6
63,7
nd
85,1
85,1

75,6

nd
76,4
78,0
74,2
72,8
nd
73,8
70,5
76,5
78,1
80,3
75,7
783
773
783
nd
74,7
76,9
76,9
77,6
nd
80,1
74,7
71,7
74,0
nd
79,1
70,7
nd
79,5
78,7

77,2

nd
96,6
98,3
87,6
93,2
nd
98,0
74,7
91,7
98,0
96,7
93,8
95,4
98,7
90,6
nd
99,2
97,0
97.8
97,3
nd
99,2
91,7
914
89,4
nd
95,5
80,8
nd
97,2
91,1

93,8



54 UR-144-NPA nd nd nd nd
55 WIN-55212-2 97,7 72,8 754 90,6
56 XLR-11 nd 82,5 77,7 95,2
57 XLR-11-60H-indol nd 79,2 76,7 88,8
58 XLR-11-N-4-OHP 80,0 62,7 74,0 88,4
59 JWH-073 d7 108,9 100,0 107.9 128,9
*nd: saptanamamustir.
Tablo 4. Idrarda (0.1, 1, 10 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda) matriks etkisi degerleri (n=3).
Maddeler 0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml
1 (S)-AB-FUBINACA 40,5 48,8 63,0 78,6
2 5F-ADBICA 82,3 102,4 97,0 92,2
3 SF-NPB-22 33,8 40,7 37,8 71,1
4 AB-CHIMINACA nd nd 119,6 125,1
5 AB-CHIMINICA_M1A 484 58,0 74,9 92,4
6 AB-CHIMINICA_M3A nd 71,4 66,9 79,6
7 AB-FUBINACA-2A 119,2 106,6 90,7 90,6
8 AB-FUBINICA_2B 1259 99,7 88,8 89,7
9 AB-PINACA 76,9 127.8 1044 90,1
10 AB-PINACA N-4 hydroxypentyl 574 63,3 71,0 91,9
11 AB-PINACA Pentanoic acid 41,2 55,0 53,2 75,7
12 AB-PINACA N-5-hydroxypentyl 100,3 115,6 78,1 83,1
13 ADB-FUBINACA 41,6 51,6 51,1 73,7
14 AKB-48-N-5-OH-Pentyl 31,1 434 61,7 87,7
15 AKB-48-N-PA 58,2 76,2 77,0 92,6
16 AKB-48-N (4-fluorobenzyl) 33,6 56,0 574 82,0
17 AM-2201 56,2 86,1 97,6 103,1
18 AM-2201-6-OH-indol 54,8 73,0 79,2 96,4
19 AM-2201-4-OH-Pentyl 46,5 63,7 66,1 90,4
20 JWH-018 45,8 60,0 68,4 88,9
21 JWH-018 OH 62,0 78,8 83,4 100,6
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

JWH-018-N-pentanoic acid
JWH-019
JWH-073
JWH-073 OH
JWH-073-N-(4-Hydroxybutyl)
JWH-073-N-Butanoic acid
JWH-081
JWH-081-4-OH-NAPHTYL
JWH-081-N-5-OH-PENTYL
JWH-122
JWH-122-4-OHP
JWH-122-N-5-OH
JWH-200
JWH-201
JWH-203
JWH-203-N-P-A
JWH-210
JWH-210-5-OH-Pentyl
JWH-210-5-OH-indol
JWH-210-N-40HP
JWH-210-N-P-A
JWH-250
JWH-250-4-OH-Pentyl
JWH-250-5-OHP
JWH-398-N-5-OH-Pentyl
JWH-398-NPA
RCS-4
RCS-4-5-0H-Pentyl
RCS-4-N-5-Carboxypentyl
RCS-8
UR-144

UR-144-N-5-OH-Pentyl

nd
nd
56,4
57,8
47,8
37,1
Nd
574
nd
49,7
63,3
56,3
49,2
474
67,0
118,0
42,8
59,2
56,2
54,0
50,9
40,4
68,1
44,6
47,6
44,0
414
nd
449
nd
46,4

52,5
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63.9
62.2
823
76,7
60.6
549
573
843
40,9
73.8
92,2
76,3
80,0
76,9
94,4
164,0
86,5
99,3
74.6
75.8
77.9
534
91,1
69.6
65.5
70,0
68.6
46,4
84,8
56,2
62,1

80,6

55,3
59,0
85,5
83,3
64,3
58,2
50,6
82,6
52,4
71,4
90,9
66,9
72,6
80,1
76,9
113,0
56,0
92,7
73,6
72,4
71,6
52,6
79,1
56,7
61,0
89,0
69,0
56,6
81,8
60,8
49,7

70,5

69.4
65,0
100,1
92,4
79,6
83,5
65,9
90,4
74,6
88,7
97,1
89,2
90,8
100,8
90,6
112,5
64,5
92,4
89,5
88,5
89,4
68,6
90,3
83,7
83,6
111,2
82,8
82,2
954
81,3
68,5

91,9



54 UR-144-NPA nd 85,2 92,0 96,7

55 WIN-55212-2 49,0 87,8 76,1 97,0
56 XLR-11 nd 433 48,6 63,4
57 XLR-11-60H-indol 43,9 86,6 73,9 92,5
58 XLR-11-N-4-OHP nd 82,2 87,3 98,2
59 JWH-073 d7 nd 69,2 78,7 91,5

*nd: saptanamamustir.

4.1 Sivi Kromatografi/ Kiitle Spektrometre Analizi

Calismanin amaci, 58 sentetik kannabinoid ve metabolitlerinin idrar orneklerinde
saptanmasi igin hassas bir analitik ydntem gelistirmektir. Ornekler, Izmir Ege
Universitesinde Madde Bagimlilig1, Toksikoloji ve Eczacilik Bilimi Enstitiisii'ne (Nisan
2017- Haziran 2017) gelen denetimli serbestlik hastalarindan alinmistir. Enstitiiye
gonderilen ¢ok sayida 6rnek goz Oniine alindiginda, 6n tarama testlerinde negatif sonug
veren her 3 drnekten birine sistematik érnekleme yapilmistir ve 500 6rnek toplanmistir.
Bu 6rnekler sivi-sivi ekstraksiyon yoluyla idrardan ekstrakte edilmistir. Tanimlama, sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS / MS) cihazi ile yapilmuistir.

Sonuglarimiza gore, sentetik kannabinoidler ve metabolitleri 500 idrar numunesinin
72'sinde (%14,4) pozitif bulunmustur. Taranan 58 sentetik kannabinoidler ve
metabolitlerinin 21 tanesi goriilmiistiir (Tablo 5). Bu maddelerin idrar 6rneklerinde

saptanma sikliklar yiizdelik olarak gosterilmistir (Sekil 8).
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B 5F-NPB-22

B (S)-AB-FUBINACA

= AM-2201 ve metabolitleri

IWH-122 ve metabolitleri

B |/WH-210 ve metabolitleri

m Diger maddeler ve metabolitleri (5F-
ADBICA, JWHO18, JWH-081, JWH-073,]WH-
019, WIN-55212-2, ADB-FUBINICA)

Sekil 8. izmir Denetimli Serbestlik Hastalarinin idrar 6rneklerinde tanimlanan sentetik kannnabinoid ve
metabolitlerinin dagilim orani

Tablo 5. Denetimli Serbestlik Hastalarinin idrar 6rneklerinde bulunan sentetik kannabinoidler

5 <
QO
o | = « T El Topl
. Q Zl=|lola|les|lw|2|n|la|alZ plam
SK pozitif A = S = S S SI g 5 SI S| & bulunan
rmekler | & | 2| X8| 2| 2| 2| || %% 5] metabolit
! 12| f|s|s|8|8|5|8]|%2 = sayisi
= Bl | =R|IRIR|IRIBRI~RIE &
2 <
Ornek 2 V4 1
Ornek 5 v | v 2
Ornek 6 v | v 2
Ornek 10 v 1
Ornek 13 v | v 2
Ornek 15 N4 1
Ornek 18 v | v 1V V4 4
Ornek 21 v |V |V 3
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Ornek 44

Ornek 53

Ornek 54

Ornek 62

Ornek 85

Ornek 86

Ornek 87

Ornek 94

Ornek 95

Ornek 97

Ornek 108

Ornek 121

Ornek 151

Ornek 179

Ornek 180

Ornek 181

Ornek 184

Ornek 185

Ornek 186

Ornek 188

Ornek 190

Ornek 195

Ornek 199

Ornek 210

Ornek 228

Ornek 241
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Ornek 246

Ornek 250

Ornek 255

Ornek 261

Ornek 262

Ornek 263

Ornek 269

Ornek 271

Ornek 275

Ornek 282

Ornek 291

Ornek 293

Ornek 296

Ornek 303

Ornek 306

Ornek 311

Ornek 321

Ornek 324

Ornek 325

Ornek 332

Ornek 346

Ornek 347

Ornek 350

Ornek 351

Ornek 358

Ornek 380
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Ornek 385 v V4 2
Ornek 397 J | Vv 2
Ornek 404 v V4 2
Ornek 413 V4 V4 2
Ornek 420 v 1
Ornek 447 N4 N4 v 3
Ornek 465 v V4 2
Ornek 468 v 1
Ornek 476 V4 V4 2
Ornek 479 v 1
Ornek 498 V4 V4 2
Ornek 499 J v 2
Toplam 52 (27|10 4 | S| 5|2 |24 |1]|1 1 114

Denetimli serbestlik hastalarinin idrar 6rneklerinde yapilan analiz ¢aligmalarinda
kullanilan IS ve en sik bulunan sentetik kannabinoidlerin LC/MS-MS kromatogramlari
sekil 9,10,11 ve 12°de gdsterilmistir.
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Abundans

72:335,30>127,10(+)

2750000472:335,30>155,05(+)

250000

JWH-073 d7

225000

200000

175000

150000

125000

PP PP PP P

-
o
S
S
S
S
=)

~
a
o
o
o
)

5000001

250000]

y

—
2,5 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5  Zaman

Sekil 9. i¢ Standart Kromatogrami

Abudans

3:369,10>253,10(+)
3:369.10>109.00(+)

225000013:369,10>324,10(+)

200000

(SI-AB-FUBINACA

175000

150000

P = L R

-
N
a
o
o
o
=]

100000061
750000

500000

2500001 L
o]

] T

255 50 75 10,0 12,5 15,0 175  Zaman
Sekil 10. Denetimli Serbestlik Hastalarinin idrar drneklerinde bulunan (S)-AB-FUBINICA ’nin
kromatogrami
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Abudans

[11:378,05>233,10(+)
111:378.055213.10(+)
50000

5F-NPB-22

45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000-

L.

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 /aman

Sekil 11. Denetimli Serbestlik Hastalarinin idrar 6rneklerinde bulunan SF-NPB-22’nin kromatogrami

Abudans

£5:360,10>155,05(+)
5500000425:360,10>127,10(+)
25:360,10>232,10(+)

5000000]

AM-2201

4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
15000001
10000001

500000]

O v

2,5 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5  Zaman

Sekil 12. Denetimli Serbestlik Hastalarinin idrar drneklerinde bulunan AM-2201’in kromatogrami
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5. TARTISMA

Tiirkiye cografi olarak, liretim bolgeleri ile tiiketim bolgelerinin arasinda olup yasa
dist uyusturucu ticareti acisindan en Onemli transit yol olarak adlandirilan “Balkan
Rotas1” iizerinde bulunmaktadir. Hem hedef hem de transit iilke olan Tiirkiye,
Afganistan kaynakli afyon ve tiirevleri, Avrupa kaynakli psikotrop maddeler ve bunlarin
tiretiminde kullanilan kimyasal maddelerin trafiginden etkilenmektedir.

Doksanlt yillarin baslarinda koétiiye kullanilan madde ¢esidinde az sayida artis
olurken, son yillarda yasal kafa yapict maddeler (legal highs), tasarim maddeler
(designer drugs), bitkisel kafa yapict maddeler (herbal highs), arastirma kimyasallari
olarak da bilinen yeni psikoaktif maddelerde biiyiik bir artis meydana gelmistir. SK’lar
hizla gelisen yeni nesil psikoaktif maddeler sinifinda 6nemli bir yer tutmaktadir.

SK’lar dogal kannabisten kimyasal olarak farkli oldugundan, rutin madde tarama
testlerinde tespit edilememektedir. Ozellikle siiriicii ehliyetinin geri alinmasi, denetimli
serbestlik ya da bagimlilik tedavisinin takibi gibi rutin madde taramasi yapilan
durumlarda SK’larin kullanimi1 daha cazip olmaktadir. Bu nedenle SK’lar, son yillarda
bagimlilik i¢in potansiyel bir kriz olarak goériilmektedir.

Diinya ¢apindaki tiim adli toksikoloji laboratuvarlarinda, bu maddelerin kullanim
sikliklar1 arttikca ve yapilar siirekli degistikce bu maddeleri saptamak i¢in siirekli yeni
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Adli analizler i¢in kimyasal referans
standart maddelerle valide edilmis ¢oklu madde analizine imkéan veren yontemlerin
gelistirilmesi; bu referans standart maddelerin iiretimlerinin zorlugu ve smirh
olmasindan dolayr biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Referans materyallerinin (ig
standartlar dahil) geleneksel suiistimal edilen maddelerin aksine piyasada ticari olarak
bulunmadiklar i¢in temin edilmesi zor veya imkansizdir. Bu durum maddelerin tespiti
ile ilgili mevcut adli bilimler laboratuvarlarini smirlamaktadir. Ustelik, sadece kisa veya
nadiren karsilagilan bu maddeler i¢in referans standart kiitiiphanesini siirekli yenilemek,
cogu adli laboratuvar icin maliyetli ve uzun siireli olmaktadir’".

Pek c¢ok analitik protokol, ilk kalitatif saptamanin ardindan dogrulama veya
miktarsal analiz icermektedir. Bu yeni maddelerin bir kismi disinda, literatiirdeki
farmakokinetik  ve  farmakodinamik  bilgi  eksikligi, elde edilen sonug

konsantrasyonlarinin yorumlanmasini imkénsiz kilmaktadir. Bu maddelerin reseptor
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etkinligi ve reseptore baglanma afinite profilleri hakkindaki insan metabolizma
calismalarinin eksikliginden dolay1 toksikologlar bu maddelerin varligt ya da
yoklugunun dogrulanmasi disinda pek bir sey sdyleyememektedirler. Ayrica bu
maddelerin miktarsal analiz olarak calisilmasi i¢in harcanan kaynaklarin da bu
maddelerin tespit edilmesine ek bir deger saglamadig1 savunulmaktadir’!.

Su anda asil soru, NPS taramasi i¢in minimum konsantrasyonlar olugturmak ve ana
maddenin tespitinin yeterli olup olmadigini veya metabolit taramasmin gerekli olup
olmadigini belirlemek olacaktir. Bu sorunu ¢6zmek icin, gida toksikolojisi ve giivenligi
deneyiminden yararlanma faydali olacaktir. Bu disiplin, gida iirlinlerinde higbir
seviyede olmamas1 gereken bilesikler i¢cin gerekli olan “minimum performans limiti”
(MRPL) kavramini ortaya koymaktadir’?.

NPS i¢in resmi MRPL degerlerinin (en azindan ticari olarak temin edilebilen
maddeler i¢in) tanimlanmasinin gesitli faydalar1 olabilir; bu analizlerle ilgilenen tiim
adli toksikoloji laboratuvarlarinin kalite seviyesini esitleyebilme, mahkemede
reddedilemeyen degerli sonuclar saglayabilme ve ulusal ve uluslararasi karsilastirma
icin biiyilk miktarda veri saglayabilme gibi olanaklar saglayacaktir. Bu uygulama
Uluslararas1 Adli Toksikologlar Birligi (TIAFT) gibi taninmis uluslararasi kuruluslar
aracthifiyla yapilabilir’>"3,

SK’larin idrarda analizine yonelik bazi ¢alismalar tabloda gosterilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Sentetik Kannabinoidlerin idrarda analizine yonelik bazi ¢aligsmalar.

Analit Sayis1
(ana madde Numune idrar Analiz
No Hidroliz Yontemi Hazirlama . . . Kaynak
ve . R Hacmi Yontemi
. . Yontemi
metabolitleri)
1 9 Enzimatik H.idroliz Kati F.az L ml UPLC- 74)
(B-glucuronidase) Ekstraksiyonu MS/MS
’ 1 Enzimatik H.idroliz Siv1 S.lVl L ml LC-HRMS 75)
(B-glucuronidase) Ekstraksiyonu
Enzimatik Hidroliz Kati faz
3 47 . . 250 ul | LC-HRMS 76
(B-glucuronidase) Ekstraksiyonu H (76)
Enzimatik Hidroliz Siv1 s1vi
4 11 . . 500 ul | LC-MS/MS 77
(B-glucuronidase) Ekstraksiyonu H 7
5 7 Enzimatik Hidroliz S1v1 s1vi 1 ml LC-MS/MS G
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(B-glucuronidase) Ekstraksiyonu

Enzimatik Hidroliz Kati faz
200 pl | LC-HRM 7
> (B-glucuronidase) Ekstraksiyonu 00 p C S (78)

S1vi s1tvi
4 1 | LC-HRM 7
6 Ekstraksiyonu 00n c S (79

Stvi
o Vst Iml | LC-MS/MS Bu calisma
Ekstraksiyonu

Simoes ve ark. yaptiklar1 ¢calismada (1 no) idrar 6rneklerinde 9 sentetik kannabinoid
ve metabolitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in ultra basingli s1vi kromatografisi
tandem kiitle spektrometresi (UPLC-MS/MS) cihazi kullanilmistir. Oncelikle enzimatik
hidrolizi takiben kat1 faz ekstraksiyon yontemi ¢alisilmistir. Calisma igin geri kazanim
araligi %58 ile %105 olarak bildirmislerdir. Bu ¢aligma sonucu olarak toplam 80 gercek
idrar 6rnegin 5’inde (%6,2) sentetik kannabinoid pozitif, bunlarin 3’iinde ise THC
pozitif bulunmustur’.

Borg ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada (2 no) idrar 6rneklerinde 32 sentetik kannabinoid
ve metabolitleri i¢in analitik metot gelistirilmistir. Calismada enzimatik hidrolizi
takiben siv1 siv1 ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir. Sentetik kannabinoidlerin analizi
icin ise Agilent Teknolojileri 1290 sivi kromatografi 6460-iiclii quadrupole kiitle
spektrometresi (LC-HRMS) cihazi kullanilmistir. Caligsma i¢in geri kazanim araligi %48
ile %104 olarak bildirilmistir. Sentetik kannabinoid kullanimindan siiphe edilen 25
kisinin idrar 6rneklerinde yontem c¢alisilmis ve 23’iinde 11 adet sentetik kannabinoid
tespit edilmistir’.

Scheidweiler ve ark. (3 no) ¢alismasinda idrar 6rneklerinde 47 sentetik kannabinoid
ve metabolitlerinin analizi i¢in Shimadzu UFLCxr sistem ve ABSciex 5600+
TripleTOF® Kkiitle spektrometresi (LC-HRMS) cihazi kullanilmistir. Enzimatik hidroliz
ve ardindan kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Calisma i¢in geri kazanim
araligr %55 ile %104 olarak bildirilmistir. Savunma bakanligindan toplanan 8 isimsiz
idrar drnegi icin yontem calisilmis ve sentetik kannabinoid pozitif bulunmustur’®.

Jager ve ark. (4 no) yaptiklar calisma idrar 6rneklerinde 11 sentetik kannabinoid ve

mtabolitlerinin analizi i¢in s1v1 kromatografisi kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi
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kullanilmistir.  Enzimatik hidroliz ardindan sivi  sivi  ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir’”.

Hutter ve ark. calismasinda (5 no) idrar 6rneklerinde 7 sentetik kannabinoid ve
metabolitlerinin analizinde s1vi kromatografisi kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi
kullanilmistir.  Enzimatik hidroliz ardindan sivi  sivi  ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir!.

Scheidweiler ve Huestis’in yaptig1 calismada (6 no) idrar 6rneklerinde 53 sentetik
kannabinoid ve metabolitlerinin analizi Shimadzu UFLCxr sistem ve ABSciex 42 5500
Qtrap kiitle spektrometresi (LC-HRMS) cihaz1 ile yapilmistir. Enzimatik hidroliz
ardindan kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Calisma i¢in geri kazanim aralig
%88,3 ile %112,2 olarak bildirilmistir’®.

Minakata ve ark. yaptiklart calismada (7 no) idrar Orneklerinde 6 sentetik
kannabinoid ve metabolitlerinin analizi 4000 QTRAP MS/MS (LC-HRMS) cihaz ile
yapilmistir. Ekstraksiyon ydntemi olarak sivi sivi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir’.

Bu tez calismasinda biyolojik 6rnek olarak idrar 6rnegi tercih edilmistir. Cilinki
idrar 6rneklerinin toplanmasi kolay, invaziv degil ve analit konsantrasyonlari ise diger
ornekler ile karsilagtirlldiginda genellikle daha fazla oldugundan toksikoloji
laboratuvari i¢in tercih edilen bir biyolojik 6rnektir. Ayrica, idrarda tespit siiresi kana
gore daha uzundur (gilinler-haftalar). Bazi bilesikler i¢in idrar Ornegindeki pozitif
sonuglarin tespiti, kanda gozlenenden daha yiiksektir, ¢iinkii tespit siireleri idrar
ornekleri i¢cin daha uzundur. Bununla birlikte, idrar1 6rnek olarak kullanmanin seyreltme veya
hile olasilig1 icermesi ve madde etkisinde oldugu siiphelenilen siiriiciiler i¢in uygun olmamasi
gibi baz1 dezavantajlari vardir. Idrar 6rnegi sadece ge¢mis kullanimini vermektedir.

Tez calismasinda yapilan literatiir aragtirmasindan sonra birka¢ yontem denenmistir
fakat en iyi yontem olarak Minakata ve ark.’nin yaptigir ¢aligma ydntemi modifiye
edilerek kullanilmistir. Yontemde kullanilan idrar hacmi arttirilarak (1 ml), derisimin
artirilmast i¢in ugurulmus 6rnegin ¢6zdiiriildiigli son hacim azaltilmistir. Béylece analiz
edilecek olas1 analit konsantrasyonunun attirilmasi amaglanmistir. Ekstraksiyon
yontemi olarak s1vi s1v1 ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Calismanin verimliligini 6lgmek igin geri kazanim ve matriks etkisi galigilmistir;

0,Ing/ml; 1 ng/ml; 10 ng/ml ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda 4 farkli derisim i¢in
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geri kazanim hesaplanmistir. Geri kazanimlar sirasiyla %23,9-97,8; %19,0-%115,8;
%22, 7-%90,0 ve %21,2-%99,2 arasindadir. 13 madde ise saptanamamustir.

Ekstraksiyon asamasinda geri kazanimi basarisiz olan maddeler genel itibariyle N-
pentanoik asit yapisindadir. Kimyasal yapiya zayif asidik 6zellik kazandirmasindan
dolay1 bu maddelerin geri kazanimda ekstraksiyon yonteminin bu maddeler igin
basarisiz oldugu diistiniilmektedir.

0,1ng/ml; 1 ng/ml; 10 ng/ml ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda 4 farkli derisim
icin matriks etkisi hesaplanmistir. Sonuglar sirasiyla %31,07-125,94; %40,67-127,78;
9%51,11-119,65 ve %63,35-125,11 arasinda bulunmustur.

Mutlu ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada Denetimli Serbestlik ve Tedavi i¢in gelen 757
ardisik hastalarin sosyodemografik ozellikleri (yas, dogum yeri, egitim, calisma
durumu, meslek), su¢ ve ceza Oykiileri ile madde kullanimi arasindaki iligki
degerlendirilmistir®®. Madde kullaniminin incelenmesi asamasinda toksikolojik analiz
icin olgularin idrar drneklerine sistematik toksikolojik analizin yalnizca bir agamasi olan
on tarama testi uygulanmis ve dogrulama yapilmamistir. On tarama testi olarak
enzimatik bir yontem olan CEDIA (Klonlanmis Dondér Enzim Immiine Olgiim)
kullanilmistir. Bu tiir cihazlar yeterli secicilik ve duyarliliga sahip olmadiklarindan
dolay1 yiiksek segcicilik ve duyarliliga sahip kromatografik yontemler ile sonuglar
dogrulanmalidir.

Amerika-Maryland raporuna gore yerel ceza denetleme ekipleri tarafindan test
edilen ornekler, imha zamani geldiginde Amerika Uyusturucu Kullanimi Erken Uyari
Sistemi (CDEWS) ile genisletilmis bir madde paneli ile yeniden test edilmislerdir.
CDEWS metodolojisi: yeni madde kullanimi i¢in yiiksek risk altindaki popiilasyonlarda
ortaya ¢ikan maddelerin kullanimmi tanimlamak ve yerel test programlarmin eksik
olabilecegi maddeleri belirlemek i¢in tasarlanmistir. Madde tanimlanmasi hassas bir
yontem olan Sivi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometresi (LC / MS / MS) cihazi ile
yapilmistir. Bu rapordaki asil ama¢ Maryland denetimli serbestlik hastalarinin daha
once calisilan Orneklerinin daha hassas ve daha genis madde taramasi ile yeniden
calisiimasidir®’.

Bu tez ¢alismasi ile Izmir denetimli serbestlik hastalarinin idrar drnekleri geriye
dontik olarak yeniden calisilmistir. Amacimiz daha hassas ve daha genis madde tarama

yelpazesinde orneklerin degerlendirilip Erken Uyar1 Sistemine 6zellikle kullanimi artan
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ve ciddi toksik etkilere ve Oliimlere neden olan sentetik kannabinoidlerin kullanimi ile

ilgili veri akis1 saglamaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Bu calismada, denetimli serbestlik hastalarinin 6n tarama testi negatif olan ve
kisisel bilgilerinin yer almadigi 500 idrar 6rneginde sentetik kannabinoidler ve

metabolitleri taranmistir.

. Sentetik kannabinoidler ve metabolitleri Sivi kromatografi/ Tandem Kiitle

Spektrometresi cihazi ile tanimlanmustir.
. 500 idrar 6rneginin 72’si (%14,4) pozitif bulunmustur.

. Bu maddelerin olast zararlarint ve kullanimlarimi azaltmak i¢in en etkili
yollardan biri de biyolojik matrikslerde sentetik kannabinoidler ve metabolitleri
tespit etmek, bu analizler i¢cin hizli ve giivenilir metotlar gelistirmek ve valide
etmektir.

Adli ve klinik toksikoloji laboratuvarlarindaki en biiyilk sorun sentetik
kannabinoid ve metabolitlerin siirekli olarak degisen yapilarindan dolay1r bu
maddelerin biyolojik 6rneklerde standart analiz yontemleri ile tespit
edilememesidir.

Sentetik kannabinoidler ve metabolitlerinin sonug¢larinin degerlendirilmesi
asamasinda oOnerilen cut-off degerleri bulunmamaktadir. Arastirmacilar bu
soruna ¢Ozim bulmak i¢in laboratuvar kosullarinda inilebilen en alt sinirlar

tavsiye etmektedir’!.

. Yalanci negatif sonuglardan kaginabilmek i¢in adli toksikoloji laboratuvarlarinin

hassas yontemler gelistirmeleri gerekmektedir.

. Bu calisma Ege Universitesi Madde Bagimlili§i, Toksikoloji ve Ilag Bilimleri
Enstitiisii (BATI)’ne gelen denetimli serbestlik hastalariin 6rnekleri {izerinde
yapilmigtir. Ceza sistemimize daha kapsamli ve giivenilir veri akisinin
saglanabilmesi i¢in daha genis ve hassas tarama yontemleri ile Ulusal boyutta

caligilmalidir.
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