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OZET

Kul, A. (2022). Esrar Kullanimmin Tespitinde Enzimatik Hidroliz Etkinliginin Ultra
Performansli  Sivi  Kromatografisi Tandem Kitle Spektrometresi Yoéntemiyle
Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstittsi, Analitik Kimya Anabilim
Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

Esrar halen diinyada en yaygin kullanilan yasadisi uyusturucu maddedir. Biyolojik
stvilarda esrar kullanimini belirlemek i¢in segici, hizli ve giivenilir yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. idrar, esrar kullaniminin tespitinde uzun siire belirlenebildigi i¢in en fazla
tercih edilen biyolojik materyaldir. Idrar yapilan bu analizlerde enzimatik hidrololiz
uygulanmaktadir. Bu c¢alismada, esrar kullaniminin tespitinde enzimatik hidroliz
etkinliginin ultra performansli sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi
yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir.

Bu tez c¢alismasinda, enzimatik hidrolizin etkinligini belirlemek i¢in enzim
konsantrasyonu, pH ve sicaklik parametreleri incelenmistir. Literatlirden farkli olarak 75
°C ve 90 °C sicakliklarda enzimatik hidroliz etkinligi deneysel olarak aragtirilmistir.
Enzimatik hidroliz optimizasyonundan sonra gelistirilen yontem, Avrupa ilag Ajansi
Biyoanalitik Yontem Kilavuzu parametrelerine gore valide edilerek gercek orneklerin
analizi gerceklestirilmistir.

Enzimatik hidroliz verimi 75 °C ve 90 °C'de literatlire gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu iki sicaklik i¢in benzer sonuglar elde edildiginden, valide edilen yontem
igin 75 °C secilmistir. Kalibrasyon egrisi araligi, 1-2000 ng/mL arasinda dogrusal olarak
belirlenmistir.

Avrupa Ila¢ Ajans1 Biyoanalitik Yéntem Kilavuzu’na gore valide edilen yontem, gercek
numune analizlerine basariyla uygulanarak toplam 11-nor-9-karboksi-A9-THC miktarlar1
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar, gelistirilen bu yodntemin esrar kullaniminin
belirlenmesinde hizli, kolay ve giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Esrar, Enzimatik Hidroliz, UPLC-MS/MS, Validasyon, Idrar

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2020-36347
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ABSTRACT

Kul, A. (2022). Determination of Enzymatic Hydrolysis Efficiency in Detection of
Cannabis Use by Ultra Performance Liquid Chromatography by Tandem Mass
Spectrometry Method. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Analytical Chemistry. Doctoral Thesis. Istanbul.

Marijuana is still the most widely used illegal drug in the world. Selective, rapid and
reliable methods are needed to identify cannabis use in biological fluids. Urine is the most
preferred biological material because it can be detected for a long time in the detection of
cannabis use. In these analyzes of urine, enzymatic hydrololysis is applied. In this study,
it was aimed to determine the enzymatic hydrolysis efficiency in the detection of cannabis
use by ultra-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry method.

In this thesis study, enzyme concentration, pH and temperature parameters were
investigated to determine the efficiency of enzymatic hydrolysis. Unlike the literature,
the enzymatic hydrolysis efficiency was investigated experimentally at temperatures of
75 °C and 90 °C. After the enzymatic hydrolysis optimization, the developed method was
validated according to the parameters of the European Medicines Agency Bioanalytical
Method Guide and analysis of real samples was performed.

It was determined that the enzymatic hydrolysis efficiency was higher at 75°C and 90°C
compared to the literature. Since similar results were obtained for these two temperatures,
75°C was chosen for the validated method. The calibration curve range was linearly
determined from 1-2000 ng/mL.

The method, which was validated according to the European Medicines Agency's
Bioanalytical Method Guide, was successfully applied to real sample analyzes and total
11-nor-9-carboxy-A9-THC concentrations were determined. The results showed that this
developed method can be used quickly, easily and safely in determining cannabis use.

Key Words: Marijuana, Enzymatic Hydrolysis, UPLC-MS/MS, Validation, Urine

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TDK-2020-36347



1. GIRIS VE AMAC

Kenevir bitkisinden elde edilen esrar diinyada halen en yaygin kullanilan yasa dist
uyusturucu maddedir (1). Esrar kullaniminin insan davraniglar1 Uzerinde; ofori ve
hafiza bozuklugu ve paranoya gibi etkileri vardir (2). Esrar yuzln Gzerinde kannabinoid
icerir (3). Bu kannabinoidlerden A9-tetrahidrokanabinol (A9-THC), en yaygin bulunan
kannabinoiddir (4). Esrar kullanimindan sonra, THC karacigerde 11-hidroksi-THC (11-
OH-THC) ve 11-nor-9-karboksi-A9-THC (THC-COOH) (11-nor-9-THC-A-karboksilik
asit)’e metabolize olur ve ¢ogu glukuronidasyona ugrar. 11-OH-THC ve 11-OH-THC
glukuronid viicuttan digkiyla atilirken, THC-COOH ve THC-COOH glukuronid idrarla
atilir (5).

Birgok llkede esrar kullanim1 yasaklanmistir (6). Bu nedenle biyolojik sivilarda
esrar kullanimin1 belirlemek i¢in segici, hizli ve giivenilir yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir (7). Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometresi (GC-MS) ve Sivi
Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) yontemleri adli analizlerde
altin standart olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir (8). Asidik ve
notral formlar LC-MS/MS yodntemi ile birlikte analiz edilebildigi i¢in LC-MS/MS
yontemi GC-MS yontemine tercih edilmektedir (9). Esrar kullanimi biyolojik sivilarda
(4, 5, 10) ve sacta (11) LC-MS/MS ile tespit edilebilmektedir. THC yag dokusunda
birikerek vicutta uzun siire kalmaktadir (12). THC-COOH, kronik esrar kullanicisinin
idrar 6rneginde 24 giin boyunca belirlenebilmektedir (13). ilaglarin tespit siiresinin diger
biyolojik stvilara gore daha uzun olmasi ve numune hazirlama isleminin daha basit olmasi
sebebiyle idrar analizi diger biyolojik numunelere gore daha fazla tercih edilmektedir
(14). Idrar 6rneginde THC-COOH belirlemek icin enzimatik (4, 15-20) veya alkali (17,
21-24) hidrolizinden sonra toplam miktar belirlenmektedir. Literatiirdeki ¢aligsmalarda
farkli enzimatik hidroliz kosullar1 kullanilmistir (4, 15-20).

Bu c¢alismada, esrar kullaniminin tespitinde enzimatik hidroliz etkinliginin ultra
performansli  sivi  kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (UPLC-MS/MS)
yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir. Hidroliz optimizasyonu ¢alismasinda, literatiirde
bulunan sicaklik degerlerinden farkli ¢aligmalar yaparak uzun olan hidroliz suresinde

o6nemli bir azalma hedeflenmistir. Ayrica, toplam THC-COOH tayini i¢in hizli bir analitik



yontem gelistirilerek valide edilmesi ve bu yontemin gercek numunelere uygulanmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kenevir Bitkisi

Kenevir bitkisi (Cannabis sativa L.) (Sekil 2-1), eski zamanlardan beri esas olarak
Orta Asya'da (Hindistan ve Cin) yetistirilen otsu yillik bir bitkidir (25). Kenevir bitkisi
yiizyillar boyunca lif, gida, yag ve ilag kaynagi olarak ve ayrica eglence ve dini amaglarla
kullanilmistir (25, 26). Kannabinoidler , terpenoidler , flavonoidler ve alkaloidler gibi bir
dizi kimyasal olarak aktif bilesik igerir. En aktif bilesikler, esas olarak disi ¢iceklerin
trikom boslugunda biriken bir terpenofenolik bilesikler sinifi olan kannabinoidlerdir (27).
Simdiye kadar tanimlanan 100'den fazla kannabinoidden en gii¢lii olani, esas olarak

psikoaktif etkilerden sorumlu olan trans-A9-tetrahidrokannabinol’dir (A9-THC ) (28).

A Ciceklenmis erkek bitki
B Meyve veren disi bitki

Sekil 2-1: Kenevir bitkisi



2.2. Kenevir Kulllaniminin Tarihcesi

Esrar icin ilk olarak MO 2700'de Cin imparatoru Shen Nung'un yazisinda
dogrudan atif yapilmistir. Hindistan'da kenevir MO 1000°de eglence ve tibbi amagh
kullanilmistir. Yunan tarih¢i Herodot (MO 480) Orta Asya'daki Iskitlerin keneviri
kendilerini mest etmek icin kullandigim anlatmistir. 12. Yiizyil’da esrar kullanimi iran
ve Kuzey Afrika'ya hizla yayilmistir. Esrarin MO 1500'de Avrupa'ya ulastif
diistintilmektedir ve neredeyse tiim Farmakopelerden c¢ikarilincaya kadar, tibbi ve
tarimsal olarak kullanilmistir. Son 50 yilda, sosyal ortamlarda sosyalligi artirmak ve
coskulu ve sarhos edici etkiler yaratmak icin ergenler ve geng yetiskinler tarafindan

eglence amaglh kullanim i¢in giderek daha fazla benimsenmistir (29-31).

2.3. Endustriyel Esrar

Kenevir bitkisi tibbi ve endiistriyel amagcla tiretilmektedir. Kenevirin (lifi, sap1 ve
yag1) tekstil, endiistriyel iirlinler, yap1 malzemeleri, kagit, enerji, ¢evresel Uriinler, gida,
yem ve kozmetik gibi bir ¢ok kullanim alan1 vardir (32). Kenevir hemen hemen her tlkede
giderek daha fazla yetistirilmektedir. Toplam THC igerigi, endiistriyel tip keneviri
tanimlamak i¢in kullanilir. Endiistriyel tip kenevirlerde THC oraninin iist sinir1 Kanada

icin % 0,3 ve Avrupa Birligi i¢in % 0,2 olarak bildirilmistir (33).

2.4. Kenevirin Yasakh Urnleri

Kenevir iiriinleri, yasa dis1 uyusturucu pazarinda agik ara en ¢ok suistimal edilen
uyusturuculardir (34). Kenevir bir ¢ok iilkede yetistirilebilir ve giderek daha fazla
yetistirilmektedir (35). Disi kenevir bitkisinde erkek kenevir bitkisine gore bes kat daha
fazla psiko-aktif madde olan A9-THC bulunur. Bundan dolay1 yasakli tiriinler igin disi
kenevir bitkisi yetistirilir (36). Kenevir genellikle esrar sigarasi seklinde igilir (37). Ayn1
zamanda ¢ignenerek, gida maddelerine ve alkollii i¢kilere karistirilarak oral yolla da alinir

(38,39).

Bitkisel kenevir (marihuana) hemen her Ulkede Gretimi yapilarak genis bir alana
yayilmistir. Ulkemizde esrar olarak bilinen bitkisel kenevir bitkisinin kisimlar1 (yaprak,

sap ve ¢icek) ayr1 ayr1 ya da birlikte kurutulup toz edilmesi ile elde edilir (33,40).

Glandiiler trikomlarda tiretilen bitkinin reg¢ineli salgilar1 toplanarak daha yiksek
A9-THC igeren kenevir reginesi (hashis) elde edilir (33,40).



Esrar veya hagshis bir organik ¢6ziicli yardimiyla 6ziitlenerek sivi esrar (esrar yagi)
cikarilir. Genel olarak, ister bitkisel kenevirden ister kenevir reginesinden yapilmis olsun,

stvi kenevir koyu renkli ve macun kivamindadir (33,40).

2.5. Farmakolojik Etkileri

Esrar kullanimi1, davranigsal ve fizyolojik degisikliklere neden olur. Literaturde;
Ofori, rahatlama duygulari, degisen zaman algisi, konsantrasyon eksikligi, panik
reaksiyonlari, paranoya, bozulmus ogrenme ve hafiza gibi davranigsal degisklikler
belirtilmistir. Konjonktival sufiizyon, agiz ve bogaz kurulugu, istah  artisi,
vazodilatasyon, solunum hizinin azalmasi, kalp hizi ve diyastolik kan basincida hizli
degisiklikler sik goriilen fizyolojik etkiler arasinda yer alir. Esrar, bagisiklik ve endokrin
sistemlerini etkiler, akciger hasar1 ve EEG degisikliklerine yol agar (41). Ayrica,

yenidogan ve ¢ocuk gelisimini olumsuz etkiler (42).

Esrar kullanimindan sonra 3-6 saat icinde THC’nin davranissal ve fizyolojik
etkilerinin ¢ogu temel seviyelere doner, ancak bazi1 calismalarda kullanimdan 24 saat

sonrasina kadar spesifik davranislarin devam ettigi goriilmiistiir (2).

2.6. Terapotik Potansiyeli

Kenevir bitkisi binlerce yildir geleneksel ilaglarda kullanilmaktadir. Esrar
kaynakli analjezi, esrarin tibbi olarak kullanilmasmin en yaygin nedenidir. Glnlim{zde
sentetik kannabinoid olarak bilinen THC'nin sentetik kimyasal analoglar1 yapildi. Yapisal
olarak THC’nin aktivitesine benzeyen veya bu aktiviteyi taklit eden birkag yenilikgi ilag,
kronik agri, epilepsi ve multipl skleroz gibi durumlarin tedavisi ve istah uyaricilari olarak
kullanim i¢in klinik olarak gelistirilmis ve uygulanmistir. Tibbi esrar hastalari, en az yan
etki ile semptomlarda ve yasam kalitesinde en iyi iyilesmeyi saglamak igin siklikla
minimum miktarda THC igeren CBD baskin iiriinleri kullanir. Multipl skleroz'lu hastalar,
spastisite, gevseme, titreme, agri, uyku ve anksiyete gibi farkli endikasyonlar i¢in cesitli
kannabinoid bilesikleri regetesiz veya yasadisi olarak kullanirlar. Kannabinoidlerin anti-
inflamatuar etkisi, inflamatuar faktorleri azaltarak multipl sklerozda hastalik aktivitesini
baskilamaya yardimc1 olabilir. Kannabinoidler ayrica kanserde agriy1 hafifletmek, istahi

uyarmak ve mide bulantisin1 gidermek i¢in palyatif bakimda kullanilir (43).



2.7. Esrarin Farmakokinetigi

2.7.1. Absorpsiyon

Esrar genellikle sigara gibi igilir. Esrarin merkezi sinir sistemine hemen
etkilemesi nedeniyle yogun zevkli ve giiglii pekistirici etkiler tiretilebilir (44). Sigara gibi
igme yolunun ardindan biyoyararlanimin kisiler arasi degiskenlige bagli olarak %10-50
oldugu bildirilmistir. Nefeslerin sayisi, sliresi ve araligl, tutma siliresi ve inhalasyon
hacmi, esrara maruz kalma derecesini buylk olctde etkiler. THC, esrar dumaninin ilk
nefeste solunmasindan sonraki saniyeler iginde plazmada olgiilebilir. Genellikle 6-10
dakika icinde THC’nin plazma konsantrasyonu maksimuma ulasir. Esrarin yutularak
kullanimida yaygindir. Bu tiir kullanim sonras1 absorpsiyon sigara gibi kullanima gore
yavas ve daha diisiiktiir. Susam yaginda ve cikolatali kurabiyede 15-20 mg esrar
alimindan yaklasik 1-6 saat sonra THC nin plazma konsantrasyonu maksimuma ulasir.

Oral kullanimdan sonra biyoyararlanimin %4-20 oldugu gézlemlenmistir (2,45,46).

2.7.2. Dagilim
Esrar kullanimindan sonra THC dokulara hizla dagilir ve dagilim hacmi 10
L/kg’dir. THC oldukga lipofiliktir ve organlar (kalp, beyin, akciger ve karaciger)
tarafindan hizlica alinir. THC derisimi karacigerde metabolize oldugundan derisimi hizla
azalir. THC’nin %95-99 kadar bir kism1 plazmada baslica lipoproteinlere baglidir. Uzun
stireli esrar kullanommda THC lipofilik 6zelliklerinden dolay1 yag dokularda birikir.
Ayrica, THC’nin plasentaya hizli bir sekilde gegtigi goriilmiistiir (2,45,46).

2.7.3. Metabolizma
Esrarin psikoaktif bileseni THC karacigerde sitokrom P450 enzimleriyle
dokuzuncu karbon atomundan hidroksilasyona ugrar ve aktif metabolit 11-OH-THC
olusur. 11-OH-THC’nin oksidasyonu ile inaktif bir metabolit olan THC-COOH olusur.
THC-COOH glukuronidasyona ugrayarak 1 veya 2 glukuronid iceren bir molekil
olusturur. THC’nin metabolizma reaksiyonlar1 Sekil 2-2’de gosterilmistir (2,45,46).
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Sekil 2-2: Delta-9-tetrahidrokannabinol’iin Metabolizma Reaksiyonlar:

2.7.4. Atihm
Esrar kullanimindan sonra, THC’nin % 65’ten fazlas1 11-OH-THC ve 11-OH-
THC glukuronid olarak diskiyla vicuttan atilirken, yaklasik % 20’si THC-COOH ve
THC-COOH glukuronid olarak idrarla atilir. THC-COOH'1n terminal tiriner atilim yari
Oomru 3-4 gindur (2,45,46).

2.7.5. Biyolojik Sivilarda Esrar Kullaniminin Belirlenmesi

Rutin laboratuvar uygulamalarinda immunoassay ve kromatografik bircok
yontem kullanilirken, dogrulama amaciyla kiitle spektrometresi ile birlikte kromotografik
Ol¢im metotlarimin kullanilmast Onerilmekte ve matriks etkilenmesindeki avantaj
dolayisiyla altin standart olarak kabul edilmektedir. Asidik ve nétral formlar LC-MS/MS
yontemi ile birlikte analiz edilebildigi i¢in LC-MS/MS ydntemi GC-MS ydntemine tercih
edilmektedir (9). Esrar kullanimi biyolojik sivilarda (4, 5, 10) ve sagta (11) LC-MS/MS
ile tespit edilebilmektedir. THC yag dokusunda birikerek viicutta uzun siire kalmaktadir
(12). THC-COOH, kronik esrar kullanicisinin idrar Orneginde 24 giin boyunca
belirlenebilmektedir (13). ilaglarin tespit siiresinin diger biyolojik sivilara gére daha uzun
olmasi ve numune hazirlama isleminin daha basit olmasi sebebiyle idrar analizi diger

biyolojik numunelere gére daha fazla tercih edilmektedir (14). idrar érneginde THC-



COOH belirlemek igin enzimatik (4, 15-20) veya alkali (17, 21-24) hidrolizinden sonra
toplam miktar belirlenmektedir.

2.7.6. Sivi Kromatografisi Tandem Kiutle Spektrometresi (LC-MS/MS)
Karmagik matrikslerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde segiciliginin ve

hassasiyetinin yiiksek olmasi nedeniyle LC-MS/MS cihazi tercih edilmektedir (47).

Bu yontemde kromatografik olarak ayrimi yapilan analit molekiilleri gaz fazina
gecer ve kitle dedektori ile analiz edilir (48). LC-MS/MS cihazinda kullanilan kiitle
dedektorinln temel bilesenleri Sekil 2-3’de gosterilmistir.
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Sekil 2-3: LC-MS/MS Cihazinin temel bilesenleri (Waters Aplikasyon Notu)

Analizi yapilacak molekiillerin polarligi ve molekiil kiitlesine gére LC-MS/MS
cihazinda; elektrosprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basing kimyasal iyonizasyon
(APCI) ve atmosferik basing foto iyonizasyon (APPI) sistemleri kullanilir. fyonizasyon
kaynaklarmin polarite ve molekiil agirligina gore kullanimi Sekil 2-4 de gosterilmektedir
(49).
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Sekil 2-4: Tyonizasyon kaynaklarinin polarite ve molekiil agirhigina gore kullanimi

Bu ¢alismada ESI sistemi kullanilmistir. Bu sistemde, kolondan ¢oziicu ile birlikte
gelen analit vakumlu ortamda puskdarttlir, sitilmis kurutucu gaz ve giiclii bir elektrik

alan uygulanmasi sonucu iyonlasarak kitle dedektoriine génderilir (50).

LC-MS/MS cihazinin yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuglarin oraninin az
olmasi, hassas ve giivenilir bir yontem olmasi, kisa siirede c¢ok sayida analiz
yapilabilmesi, analiz maliyeti acisindan ekonomik olmasi, ¢ok az miktarda 6rnek ile
caligilabilmesi ve tek bir analiz ile bir¢ok ilag etken maddesinin ayn1 anda taranmasi gibi

bir¢ok avantaji1 vardir (51,52).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve CozUculer
Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler yiiksek analitik

saflikta olup asagida belirtilmistir.

THC-COOH cozeltisi (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya),

THC-COOH-d3 ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya),

THC-COOH glukuronid ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya),

Metanol (Merck, Darmstadt, Almanya),

Asetonitril (Merck, Darmstadt, Almanya),

Formik asit (Fluka — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

Amonyum format (Fluka — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD),

-d-glukuronidaz (palette vulga) enzimi (Fluka — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD),

Ultra saf su.

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Tez ¢alismasinda yer alan deneylerde Uskiidar Universitesi Ileri Toksikoloji ve
Analiz Laboratuvar1 binyesinde bulunan UPLC-MS/MS (Waters ACQUITY TQD),
vorteks (Heidolph), pH metre (Mettler Toledo FG2), terazi (Mettler Toledo AL), etiiv
(Binder RL10), pipet seti (Eppendorf), -20 °C derin dondurucu (Ugur) cihazlar1 ve
Istanbul Universitesi Analitik Kimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari biinyesinde
bulunan santrifuj (Hettich Rotofix), saf su cihazi (Elga Pure Lab Option-Q), sonikator

(Bandelin) cihazlar ile cam malzemeler (balon joje, meziir) (Isolab) kullanilmistir.

3.3. Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.3.1. THC-COOH Cozeltisinin Hazirlanmasi
Metanol icersindeki derisimi 1,00 mg/mL olan ¢ozeltinin 200 pL’si 10 mL’lik
balon joje icine konularak metanol ile hacmine tamamlanmistir. Son ¢ozelti derisimi

20.000 ng/mL’dir.
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3.3.2. THC-COOH-d3 Cozeltisinin Hazirlanmasi
I¢ standart (1S) olarak kullanilmak iizere metanol igersindeki derisimi 1,00 mg/mL
olan THC-COOH-d3 ¢ozeltisinin 80 uL’si 10 mL’lik balon joje i¢ine konularak metanol

ile hacmine tamamlanmistir. Son ¢dzelti derisimi 8.000 ng/mL’dir.

3.3.3. THC-COOH Glukuronid Cdézeltisinin Hazirlanmasi
Metanol igersindeki derisimi 1,00 mg/mL olan ¢ozeltinin 200 uL’si 10 mL’lik
balon joje icine konularak metanol ile hacmine tamamlanmistir. Son ¢ozelti derisimi

20.000 ng/mL’dir.

3.3.4. Amonyum Format Tampon C0zeltisi 1 Hazirlanmasi
Amonyum format maddesinden 2,95 gram tam olarak tartilip, 100,00 mL’lik balon

jojede su ile hacmine tamamlanmistir. Formik asit ile pH’1 5,00°a ayarlanmustir.

3.3.5. Amonyum Format Tampon C0zeltisi 2 Hazirlanmasi
Amonyum format maddesinden 9,33 gram tam olarak tartilip, 100,00 mL’lik balon

jojede su ile hacmine tamamlanmistir. Formik asit ile pH’1 6,50’ye ayarlanmaistir.

3.3.6. p-d-Glukuronidaz Cozeltilerinin Hazirlanmasi
B-d-glukuronidaz c¢ozeltileri derisimleri; 1500, 3000 ve 6500 iinite/100 pL
amonyum format tampon ¢oOzeltisi 1 ve 1500, 3000 ve 6500 iinite/100 pL. amonyum

format tampon ¢ozeltisi 2 olacak sekilde hazirlanmustir.

3.3.7. Mobil Faz A (5,0 mM Amonyum Format Tampon Cozeltisi)

314,00 mg amonyum format maddesi 2 L lik bir behere alinarak 900 mL ultra saf
suda tamamen cozilunceye kadar karistirilmistir. Cozeltinin pH degeri manyetik
karistirict esliginde damla damla derisik formik asit eklenerek tam olarak 3,00’e
ayarlanmistir. Cozelti 1,0 L’lik balon jojeye aktarilarak, ultra saf su ile hacmine

tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.

3.3.8. Mobil Faz B (%60,1’lik Formik Asit iceren Asetonitril )
1,0 L’lik balon jojeye 1,0 mL derisik formik asit konularak asetonitril ile hacmine

tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.
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3.3.9. Yikama Cozelti 1 (Seal Wash)
1,0 L’lik balon jojeye 200,0 mL metanol ilave edilerek, ultra saf su ile hacmine

tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.

3.3.10. Yikama Caozelti 2 (Strong Wash)
1,0 L’lik balon jojeye 950,0 mL asetonitril ilave edilerek, ultra saf su ile hacmine

tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.

3.3.11. Yikama Cozelti 3 (Weak Wash)
1,0 L’lik balon jojeye 100,0 mL asetonitril ilave edilerek, ultra saf su ile hacmine

tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilmistir.

3.3.12. Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi
Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in herbir seviyeden 3’er adet olacak sekilde 1,

4, 8, 200, 400, 800, 1200 ve 2000 ng/mL derisime sahip kalibrasyon standartlari, THC-
COOH c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak idrar icerisinde hazirlanmustir.

3.3.13. Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmasi
Herbir seviyeden 18’er adet olacak sekilde 1, 3, 1000 ve 1600 ng/mL derisime
sahip kalite kontrol drnekleri, THC-COOH ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

1 mL idrar igerisinde hazirlanmustir.

3.3.14. Hidroliz deneyi icin THC-COOH Glukuronid Orneklerinin Hazirlanmasi
Hidroliz optimizasyonunda kullanilacak olan 1800 ng/mL derisime sahip THC-
COOH glukuronid drnekleri, THC-COOH glukuronid ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler

yapilarak 1 mL idrar igerisinde hazirlanmistir.

3.3.15. Analiz Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Birer mL kalibrasyon standardi, kalite kontrol Ornekleri ve hasta ornekleri
polipropilen tiiplere alinmistir. Uzerine sirasiyla 50 pL IS ¢Ozeltisi, 100 uL cesitli
derisimlerde hazirlanan B-d-glukuronidaz ¢dzeltisi ve 100 uL metanol ilave edilmistir.
Tiim Ornekler hidroliz i¢in ¢esitli sartlarda etiivde bekletilmistir. Daha sonra 1 dakika
girdap karistirici ile karistirildiktan sonra 4000 rpm de santrifiij edilmistir. 5 uL. 6rnek
sisteme enjekte edilmistir.
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3.4. Optimum Hidroliz Sartinin Belirlenmesi

Uskiidar Universitesi ileri Toksikoloji ve Analiz Laboratuvari'nda esrar
kullanimini belirlemek i¢in yapilan test sonuglar1 (n=5986) incelenmistir. Bu sonuglara
gore ¢aligmamizda kullanacagimiz THC-COOH-glukuronid konsantrasyonu 1800 ng/mL

olarak belirlenmistir.

THC-COOH glukuronid’i THC-COOH'e doniistiiriirken sicaklik (37, 55, 75 ve 90
°C), tampon pH'1 (5,0 ve 6,5), enzim konsantrasyonu (1500, 3000 ve 6500 iinite/100 pL)
ve hidroliz suresi (15, 30, 45, 60 ve 75 dakika) parametreleri degerlendirildi. Ayrica, tim
hidroliz deneylerinin sonunda THC-COOH glukuronid kalitatif olarak izlenmistir.

3.5. Yontemin Validasyonu

Gelistirilen biyoanalitik yontemin dogrulanmasi igin validasyon gereklidir.
Yontemin validasyonu, biyolojik matrikste bulunan analitin tespiti igin olusturulan
yontemin giivenirliligini goéstermek amaci ile yapilir. Tam dogrulama ic¢in calisma
orneklerinin bulundugu matriks ile ayni matriks kullanilir. Bos biyolojik matriksin

igersine referans standart ilavesi ile yontem gelistirilir ve dogrulanir (53).

Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) biyoanalitik yontem validasyonu kilavuzuna gére
yontemin giivenirligini gostermek icin; secicilik, kantitatif alt sinir1, kalibrasyon egrisi
performansi, enjeksiyonlar arasi tasima, dogruluk, kesinlik, stabilite, seyreltme biitliinligi

ve stabilite parametreleri degerlendirilir (53).

3.5.1. Secicilik (Selectivity)

Biyoanalitik yontem dogrulanirken segicilik parametresi i¢in kullanilan matriks
en az 6 farkl kaynaktan elde edilmesi gerekir. Kullanilan matriksler analizi yapilacak
analiti icermemelidir. Secilen matriksler, analit i¢in kantitatif alt sinirinin sahip oldugu
alanin % 20' si ve daha az girisime sahip olmalidir. Ayrica kullanilan IS alaninin % 5' 1

ve daha az girisime sahip olmalidir (53).

3.5.2. Kantitatif Alt Stmir1 (LLOQ)
Biyoanalitik c¢alismalarda kantitatif alt sinir, kabul edilebilir dogruluk ve

kesinlikle ¢alismanin amacina uygun sekilde segilir (53).



14

3.5.3. Kalibrasyon Egrisi Performansi (Calibration Curve Performance)
Kalibrasyon egrisi performansi degerlendirilmeden Once g¢alismanin amacina
uygun aralik se¢ilmelidir. Bu araligin en alt noktas1 LLOQ olarak belirlenir ve secilen en

iist noktasi en yiiksek kalibrasyon tist sinir1 (ULOQ) olarak adlandirilir (53).

Kalibrayon egrisi performansi matriks i¢inde hazirlanmis minimum alt1 nokta,
analitleri icermeyen matriks (blank) 6rnegi ve yalnizca i¢ standart iceren matriks (zero)
ornegi kullanilarak en az ¢ farkli giinde degerlendirilmelidir. Biyolojik matriks icinde

hazirlanan standart 6rneklerinin taze hazirlanmasi 6nerilir (53).

Kalibrasyon egrisi performansi degerlendirilirken egim ve kesim noktasi
dogrusallikla uyumlu olmalidir. Kalibrasyon egrisinin hesaplanan konsantrasyonlari

ortalama yiizde dogrulukla sunulmalidir (53).

Kalibrasyon egrisi standartlarinin kabul edilebilir ortalama yiizde dogruluk
degerleri LLOQ icin &+ %20 ve diger standartlar i¢in + %15 olmalidir. Se¢ilen noktalarin
%75’ bu kurallara uyacak sekilde minumum alt1 standart kriterini saglamalidir. Bu

kriterlere uymayan standart red edilir ve yeniden regresyon analizi yapilir (53).

3.5.4. Enjeksiyonlar Arasi Tasima (Carry-over)

Calisma boyunca enjeksiyonlar arast tagima minumuma indirilmelidir.
Enjeksiyonlar arasi tasima degerlendirilirken, ULOQ standart drneginden sonra blank
ornegi enjeksiyonu yapilir. Blank 6rneginde ki kabul edilebilir maksimum tasima standart
ornegi icin LLOQ 6rnegini alaninin % 20°’si kadar ve i¢ standart 6rnegi i¢in alaninin %5°1

kadar olmalidir (53).

3.5.5. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, olgiilen degerin gergek degere yakinligidir. Biyoanalitik ydntemin
dogrulugu yiizde olarak verilir. Dogruluk ¢alismasi i¢in kalite kontrol 6rnekleri kullanilir.
Yontemin dogrulugu belirlenirken en az dort seviye kalite kontrol 6rnegi se¢ilmelidir. Bu
ornekler sirastyla LLOQ o6rnegi, diisiik QC (LLOQ 6rneginin {i¢ kat1 konsantrasyona
sahip) ornegi, orta QC (kalibrasyon egrisinin orta noksasindaki konsantrasyona sahip)
ornegi ve yliksek QC (ULOQ 6rneginin en az % 75’1 konsantrasyona sahip) 6rnegi olarak
belirlenir (53).

Dogruluk, giin-i¢i dogruluk ve giinler-aras1 dogruluk olarak degerlendirilir (53).
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3.5.5.1. Gun-i¢i Dogruluk (Within-run Accuracy)

Gun-igi dogruluk ¢alismasi i¢in her bir kalite kontrol 6rnegi seviyesinden en az
bes ornek hazirlanarak enjeksiyon yapilmalidir. Kabul edilebilir ortalama yiizde dogruluk
degerleri LLOQ 6rnegi icin + % 20 ve diger kalite kontrol 6rnekleri i¢in & % 15 olmalidir
(53).

3.5.5.2. Gunler-aras1 Dogruluk (Between-run Accuracy)

Gunler-aras1 dogruluk galismasinda, glin-i¢i dogruluk ¢alismasinin en az iki farkli
giinde yapilmasindan sonra tiim analiz sonuglarinin gercek degere yakinligia bakilir.
Kabul edilebilir ortalama yiizde dogruluk degerleri LLOQ 6rnegi i¢in + % 20 ve diger

kalite kontrol 6rnekleri i¢in + % 15 olmalidir (53).

3.5.6. Kesinlik (Precision)
Kesinlik, tekrarlanan analizlerin birbirine yakinligidir. Kesinlik sonuglart %
varyasyon katsayis1 (% CV) hesaplanilarak verilmelidir. Bu katsay1 tekrarlanan
analizlerin standart sapmasinin yiiz ile carpilmis halinin ortalama degere oram ile

hesaplanir (53).
Kesinlik, glin-ici kesinlik ve glinler-aras1 kesinlik olarak degerlendirilir (53).
3.5.6.1. Gun-ici Kesinlik (Within-run Precision)

GuUn-i¢gi  kesinlik ¢alismas1 i¢in giin-i¢i dogruluk calismasindaki degerler
kullanilir. Kabul edilebilir yiizde CV degerleri LLOQ 6rnegi i¢in % 20 ve diger kalite
kontrol 6rnekleri i¢in % 15 olmalidir (53).

3.5.6.2. Gunler-aras1 Kesinlik (Between-run Precision)

Gunler-arasi kesinlik ¢alismasi igin giinler-aras1 dogruluk ¢alismasindaki degerler
kullanilir. Kabul edilebilir yiizde CV degerleri LLOQ 6rnegi i¢in % 20 ve diger kalite
kontrol 6rnekleri i¢in % 15 olmalidir (53).

3.5.7. Stabilite (Stability)
Analizlerde kullanilacak olan stok ¢Ozeltileri ve matriks igersinde hazirlanmis
orneklerin ¢alisma boyunca bulundugu ortamlardaki stabiliteleri takip edilmelidir.

Stabilitenin analiz sonuglarina etkisi kabul edilebilir limitler i¢ersinde olmalidir. Stabilite
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calismasi, taze hazirlanmig stok ¢ozeltileri ve drnekler ile belirli kosullarda bekletilmis
stok cozeltileri ve drneklerin analizi ile yapilir. Bu analizlerin aralarindaki kabul edilebilir
ortalama yiizde dogruluk degerleri = % 15 olmalidir. Matriks igersindeki analitlerin

stabilitesi belirlenirken diisiik ve yiiksek kalite kontrol 6rnegi kullanilir (53).

3.5.8. Seyreltme Biitiinliigii (Dilution Integrity)

Seyreltme Biitlinliigli ¢alismasinda, ULOQ o6rneginden fazla konsantrasyona
sahip orneklerin seyreltilerek kalibrasyon araligina girmesi saglanir. Bu 6rneklerin en az
5 kez analizi yapilmalidir. Bu analizlerin sonucunda kabul edilebilir ortalama ylzde
dogruluk degerleri + % 15 olmalidir (53).

3.5.9. Matriks Etkisi (Matrix Effects)

Matriks etkisi ¢alismasi kiitle spektrometrik yontemler icin gereklidir. Matriks
etkisi ¢aligmasinda en az alt1 farkli kaynaktan elde edilen matriks kullanilmalidir. Matriks
etkisi hesaplanirken diisiik QC, yiiksek QC ve IS konsantrayonlarina sahip matriks
igerisinde ve ¢dziicii igerisinde numuneler hazirlanir. I¢ standartin matriks faktor (MF)’ii

normalize edilerek hesaplanir. Matriks faktor asagidaki formiille hesaplanir;

matriks icerisindeki QC pik alam1  ¢6ziicli igersindeki IS pik alani

N lize MF =
ormatize ¢oziicii icersindeki QC pik alani X matriks icersindeki IS pik alan

Normalize edilmis IS ve normalize MF i¢in kabul edilebilir yiizde CV degerleri
% 15 olmalidir (53).
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4. BULGULAR

4.1. UPLC-MS/MS Analiz Parametreleri

Kromatografik ayirma i¢in Acquity UPLC HSS C18 (1,8 um, 2,1 x 150 mm) kolonu
ile Waters Acquity UPLC Sistemi kullanilmigtir. Otodrnekleyici 10 °C'de tutulurken
kolon sicakligi 50 °C'ye ayarlanmistir. Mobil faz A, 5,0 mM amonyum format
tamponundan (pH=3,00) olusurken, mobil faz B, %0,1 formik asitli asetonitrilden
olusturulmustur. Akis hizi, gradiyent kosullar altinda 0,4 mL/dk olarak belirlenmistir.
Gradiyent akisi, %4 B'den %70 B'ye (0-0,5 dakika) lineer olarak arttirilmistir, ardindan
%99 B'ye arttirillmistir (0,6 dakika) ve %99 B'de (0,6-1,10 dakika) sabit tutulmustur. %99
B'den %4 B sartlarina geri dondiiriilmistiir (1,20 dakika) ve %4 B'de (1,20-5 dakika)
sabit tutulmustur. Kromatografik ayirma 5 dakikada gerceklestirilmistir.

Yontemin dedeksiyonu, elektrosprey iyonizasyon kaynagina sahip Waters Xevo
TQD tandem kiitle spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Kiitle spektrometre
parametreleri; kapiler voltaj (1.5 kV), desolvasyon gaz akis1 (1000 L/h), desolvasyon gaz
sicakligi (500 °C) ve kaynak sicakligi (150 °C) optimize edilmistir. Kantitatif analiz igin,
coklu reaksiyon izleme (MRM) gegisleri, THC-COOH i¢in m/z 343,1—299,1 ve THC-
COOH-d3 i¢in m/z 348,2—196,2 secilmistir. Nitel analiz icin, MRM gegisleri, THC-
COOH i¢in m/z 343,1—245,1; THC-COOH glukuronid i¢cin m/z 519,2—343,1 ve THC-
COOH-d3 i¢cin m/z 348,2—119,1 secilmistir. Analitlerin tespiti, THC-COOH i¢in negatif
elektrosprey iyonizasyonu modu ve THC-COOH-d3 ve THC-COOH glukuronid igin
pozitif elektrosprey iyonizasyonu modu kullanilarak yapilmistir.

4.2. Optimum Hidroliz Sartinin Belirlenmesi
Deneylerde kullanilacak olan THC-COOH glukuronid’in derigimi 1800 ng/mL
oldugundan teorik olarak olusabilecek olan maksimum THC-COOH miktar1 1190,8 (+ %

15) olarak hesaplanmustir.

Sicaklik 37 °C’de sabit tutulup gesitli tampon pH"1 ve enzim konsantrasyonu
parametreleri kullanilarak, 1800 ng/mL derisime sahip THC-COOH glukuronid’in THC-
COOH'e doniisiimii sirasinda olusan THC-COOH konsantrasyonunun zamana karsi

grafigi Sekil 4-1°de verilmistir.
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15 30 45 60

Hidroliz Siiresi (dakika)

pH=5 amonyum format tamponu-1500 iinite
1 pH=5 amonyum format tamponu-3000 inite

A pH=5 amonyum format tamponu-6500 tinite

—%— pH=6,5 amonyum format tamponu-1500 {inite

pH=6,5 amonyum format tamponu-3000 tinite

pH=6,5 amonyum format tamponu-6500 tinite

Sekil 4-1: 37 °C’de farkh pH ve enzim derisimlerinde THC-COOH konsantrasyon

hidroliz zaman grafigi

Sicaklik 55 °C’de sabit tutulup ¢esitli tampon pH" ve enzim konsantrasyonu
parametreleri kullanilarak, 1800 ng/mL derisime sahip THC-COOH glukuronid’in THC-
COOH'e doniisiimii sirasinda olusan THC-COOH konsantrasyonunun zamana karsi

grafigi Sekil 4-2’de verilmistir.
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pH=6,5 amonyum format tamponu-3000 tinite

pH=6,5 amonyum format tamponu-6500 tinite

Sekil 4-2: 55 °C’de farkh pH ve enzim derisimlerinde THC-COOH konsantrasyon

hidroliz zamam grafigi

Sicaklik 75 °C’de sabit tutulup cesitli tampon pH" ve enzim konsantrasyonu
parametreleri kullanilarak, 1800 ng/mL derisime sahip THC-COOH glukuronid’in THC-
COOH'e doniisiimii sirasinda olusan THC-COOH konsantrasyonunun zamana karsi

grafigi Sekil 4-3’de verilmistir.
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©— pH=5 amonyum format tamponu-1500 {inite
1 pH=5 amonyum format tamponu-3000 inite
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—%— pH=6,5 amonyum format tamponu-1500 {inite
pH=6,5 amonyum format tamponu-3000 tinite

O pH=6,5 amonyum format tamponu-6500 tinite

Sekil 4-3: 75 °C’de farkh pH ve enzim derisimlerinde THC-COOH konsantrasyon

hidroliz zamam grafigi

Sicaklik 90 °C’de sabit tutulup cesitli tampon pH" ve enzim konsantrasyonu
parametreleri kullanilarak, 1800 ng/mL derisime sahip THC-COOH glukuronid’in THC-
COOH'e doniisiimii sirasinda olusan THC-COOH konsantrasyonunun zamana karsi

grafigi Sekil 4-4’de verilmistir.
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15 30 45 60
Hidroliz Siiresi (dakika)
pH=5 amonyum format tamponu-1500 iinite

1 pH=5 amonyum format tamponu-3000 inite

A pH=5 amonyum format tamponu-6500 tinite

—%— pH=6,5 amonyum format tamponu-1500 {inite
pH=6,5 amonyum format tamponu-3000 tinite

pH=6,5 amonyum format tamponu-6500 tinite

Sekil 4-4: 90 °C’de farkh pH ve enzim derisimlerinde THC-COOH konsantrasyon

hidroliz zamam grafigi

Elde edilen sonuglara gore 75 °C ve 90 °C'de en yiiksek elde edilebilicek teorik
konsantrasyona ulasildi. Bu sartlardan 75 °C'de 3000 Unite enzim/100 uL pH 5,00
amonyum format tamponu secilerek optimum sireyi belirlemek igin yapilan ¢alismada
elde edilen THC-COOH konsantrasyonunun zamana kars1 grafigi Sekil 4-5’de

verilmigtir.
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2 <V
Hidroliz Siiresi (dakika)

pH=5 amonyum format tamponu-3000 tinite

Sekil 4-5: Belirlenen optimum kosullar altinda THC-COOH konsantrasyonun

hidroliz zamana kars1 degisim grafigi

Optimum kosullar altinda, 20 dakika icerisinde THC-COOH glukuronid tamamen
THC-COOH'ye doniistiiriilmiis ve THC-COOH glukuronid piki gdzlemlenmemistir
(Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Optimum kosullar altinda hidroliz sonrasi elde edilen THC-COOH
glukuronid kromatogram

Ayrica karsilastirma yapmak i¢in mevcut sartlarda elde edilen 4 ng/mL derisime

sahip THC-COOH glukuronid 6rnegi igin elde edilen pik Sekil 4-7° de verilmistir.
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Time, min

Sekil 4-7: Derisimi 4 ng/mL olan THC-COOH glukuronid 6rnegi kromatogrami

4.3. Yontemin Validasyonu

4.3.1. Secicilik (Selectivity)

Analitleri icermeyen idrar 6rneginden kaynakli analizi etkileyecek olan herhangi

bir girisime rastlanmamistir. Bos orneklere ait kromatogramlar, THC-COOH i¢in Sekil
4-8’de ve THC-COOH-d3 igin Sekil 4-9°da verilmistir.
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Sekil 4-8: THC-COOH i¢in bos 6rnek kromatogram
100 197
| 1.66 2.32
173
o
SN
=y
w
u -
o
N
=
H 4
275
0 T TTTY LU WML IULELLN UL RN ALY I A TTTTT
1.80 2.00 2.20 240 2.60 2.80
Time, min

Sekil 4-9: THC-COOH-d3 icin bos 6rnek kromatogram
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Alikonma zamani1 THC-COOH igin 1,88 dakika ( Sekil 4-10) ve THC-COOH-d3

igin 1,87 dakikadir ( Sekil 4-11).
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Sekil 4-10: THC-COOH i¢in LLOQ 6rnegi kromatogrami
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Sekil 4-11: i¢ standart 6rnegi kromatogram

4.3.2. Kantitatif Alt Sinir1 (LLOQ)

THC-COOH igin LLOQ degeri EMA kilavuzuna goére 1 ng/mL olarak
belirlenmistir. LLOQ 6rneginin kromatogrami Sekil 4-10°da verilmistir.

4.3.3. Kalibrasyon Egrisi Performansi (Calibration Curve Performance)
Kalibrasyon egrisi performansi ii¢ farkli giinde degerlendirilerek 1-2000 ng/mL
araliginda dogrusal bulunmustur. Korelasyon katsayilar1 her i¢ gun icinde >0.99 olarak

bulunmustur. Standartlar i¢in giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-1’de
verilmigtir.
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Tablo 4-1: Standartlar icin giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=3)

28

Hesaplanan

Ortalama Ortalama
Konsantrasyon (ng/mL.) Konsantrasvon % SD % CV
Y Dogruluk
(ng/mL)

1,00 0,90 90,33 0,07 8,01
4,00 4,06 101,42 0,26 6,42
8,00 7,36 91,96 0,09 1,23
200,00 181,13 90,56 4,85 2,68
400,00 415,86 103,96 61,97 8,90
800,00 801,15 100,14 16,79 2,10
1200,00 1201,74 100,15 20,20 1,68
2000,00 2000,81 100,04 47,57 2,38

Ug gliniin kalibrasyon egrileri Sekil 4-12, Sekil 4-13 ve Sekil 4-14’de verilmistir.

Compound name: THC

Correlation coefficient: r=0.999110, r*2 = 0998220
Calibration curve: 0.00411401 *x +-0.000701143
Respense type: Internal Std (Ref2 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Sekil 4-12: Birinci giin kalibrasyon egrisi
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Compound name: THC

Correlation coefficient: r =0.998751, r*2 = 0.997504

Calibration curve: 0.00308561 " x +-0.000357284

Respense type: Internal Std (Ref2 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Response
w
o
o

1.00

-0.00 Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Sekil 4-13: Ikinci giin kalibrasyon egrisi

Compound name: THC

Correlation coefficient: r = 0.998795, r"2 = 0.997591

Calibration curve: 0.00373581 * x +-0.00133971

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: Nene

Response

rrrrr Conc

T T T T T T T T T T T T T T T
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Sekil 4-14: Uciincii giin kalibrasyon egrisi

4.3.4. Enjeksiyonlar Aras1 Tasima (Carry-over)
Enjeksiyonlar arasi tasima g¢alismasi i¢in ULOQ'dan sonra enjekte edilen blank

ornegi, THC-COOH ve IS icin ihmal edilebilir sinyaller gostermistir.



4.3.5. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk ¢alismasi sonuglari Excel’de degerlendirilerek asagidaki formiille

hesaplanmustir.
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Ortalama Dogruluk (%) = (Cortalama X 100)/Cteorik

Gun-igi ve Gunler-arast dogruluk ¢alismasinda bulunan degerler EMA kabul

limitleri icinde bulunmustur (Tablo 4-2 ve Tablo 4-3).

Tablo 4-2: Kalite Kontrol Ornekleri Guin-i¢i % Dogruluk Degerleri (n=6)

Hesaplanan
- Konsantrasyon Ortalama -
GUN (ng/m L)y Konsantrasyon Ortalama % Dogruluk
(ng/mL)

1,00 1,00 99,67

. 3,00 2,74 91,28

Gln-1 1000,00 1070,20 107,02

1600,00 1715,79 107,24

1,00 1,03 102,50

Gin-2 3,00 2,87 95,78

1000,00 1021,98 102,20

1600,00 1657,26 103,58

1,00 1,08 108,00

Gin-3 3,00 2,70 89,94

1000,00 1003,80 100,38

1600,00 1549,94 96,87

Tablo 4-3: Kalite Kontrol Ornekleri Giinler-arasi % Dogruluk Degerleri (n=18)

Konsantrasyon (ng/mL)

Hesaplanan
Ortalama

Konsantrasyon (ng/mL)

Ortalama % Dogruluk

1,00 1,03 103,39
3,00 2,77 92,33
1000,00 1031,99 103,20
1600,00 1641,00 102,56

4.3.6. Kesinlik (Precision)

Kesinlik calismast sonuglart Excel’de degerlendirilerek asagidaki formiille

hesaplanmustir.

CVv (%) = (SD X 100) I Cortalama

Gun-igi ve Gunler-arast kesinlik ¢alismasinda bulunan degerler EMA kabul

limitleri icinde bulunmustur (Tablo 4-4 ve Tablo 4-5).



Tablo 4-4: Kalite Kontrol Ornekleri Giin-i¢i % CV Kesinlik Degerleri (n=6)

Hesaplanan
ORI | ooroim | S0 | ey
(ng/mL)
1,00 1,00 0,09 8,83
) 3,00 2,74 0,10 3,68
Gln-1 1000,00 1070,20 33,14 3,10
1600,00 1715,79 49,18 2,87
1,00 1,03 0,12 12,18
Giin-2 3,00 2,87 0,17 5,85
1000,00 1021,98 32,96 3,22
1600,00 1657,26 76,55 4,62
1,00 1,08 0,08 7,43
Gin-3 3,00 2,70 0,14 5,29
1000,00 1003,80 70,01 6,97
1600,00 1549,94 47,97 3,10

Tablo 4-5: Kalite Kontrol Ornekleri Giinler-arasi1 % CV Kesinlik Degerleri (n=18)

Hesaplanan
Konsantrasyon (ng/mL) Ortalama SD % CV
Konsantrasyon (ng/mL)
1,00 1,03 0,10 9,68
3,00 2,77 0,15 5,50
1000,00 1031,99 53,99 5,23
1600,00 1641,00 90,03 5,49

4.3.7. Stabilite (Stability)
Stok stabilitesi igin, THC-COOH (20 ug/mL) ve IS (8 ng/mL) stok ¢ozeltileri taze
hazirlanarak ve 4 hafta -20 °C’de saklandiktan sonra analiz edilmistir (enjeksiyon hacmi
1 uL). THC-COOH ve IS stok ¢ozeltilerinin stabilitesi, sirasiyla %104,3 ve %102,2

dogrulukla EMA limitlerinin i¢inde bulunmustur.

Idrar matriksi icersinde bulunan kalite kontrol drnekleri taze hazirlanarak ve 4
hafta -20 °C’de saklandiktan sonra analiz edilmistir. -20 °C’de 4 haftalik stabilite
calismasinda bulunan degerler EMA kabul limitleri iginde bulunmustur (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: -20 °C’de 4 Haftalik Stabilite Calismasi Verileri (n=6)

Hesaplanan Ortalama
Konsantrasyon Ortalama % sD % CV
(ng/mL) Konsantrasyon Dosruluk
(ng/mL) grulu
3,00 2,93 97,67 0,27 9,09
1600,00 1594,79 99,67 62,61 3,93
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Idrar matriksi igersine bulunan kalite kontrol rnekleri taze hazirlanarak ve 24 saat
otodrnekleyicide bekletildikten sonra analiz edilmistir. 24 saat otodrnekleyici stabilite

calismasinda bulunan degerler EMA kabul limitleri iginde bulunmustur (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: 24 Saat Otoornekleyici Stabilite Calismas1 Verileri (n=6)

Hesaplanan Ortalama
Konsantrasyon Ortalama % sD % CV
(ng/mL) Konsantrasyon Dosruluk
(ng/mL) g
3,00 3,02 100,50 0,27 8,86
1600,00 1678,35 104,90 129,59 7,72

Idrar matriksi igersine bulunan kalite kontrol 6rnekleri taze hazirlanarak ve 3 kez
dondurulup ¢oziildiikten sonra analiz edilmistir. Dondurma-¢6zme stabilite ¢aligmasinda

bulunan degerler EMA kabul limitleri i¢inde bulunmustur (Tablo 4-8).

Tablo 4-8: Dondurma-¢ozme Stabilite Calismasi Verileri (n=6)

Hesaplanan Ortalama
Konsantrasyon Ortalama % sD % CV
(ng/mL) Konsantrasyon o
Dogruluk
(ng/mL)
3,00 2,66 88,61 0,08 8,86
1600,00 1648,19 103,01 112,04 6,80

4.3.8. Seyreltme Biitiinliigii (Dilution Integrity)

Seyreltme biitiinliigii ¢alismasi icin ULOQ 6rneginin 2 kat1 konsantrasyona (4000
ng/mL) sahip 6rnek hazirlanmistir. Bu 6rnek kalibrasyon araligina girmesi i¢in idrar ile 4
kat seyreltilerek calisilmigtir. Seyreltme biitlinliigii calismasinda bulunan degerler EMA

kabul limitleri i¢inde bulunmustur (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: Seyreltme Biitiinliigii Calismasi1 Verileri (n=6)

Hesaplanan

Konsantrasyon Ortalama Ortalama
’ % SD % CV
(ng/mL) Konsantrasyon §
Dogruluk
(ng/mL)
1000,00 1010,18 101,02 4514 4.47

4.3.9. Matriks Etkisi (Matrix Effects)
Matriks etkisi ¢alismasinda diisiik ve ylksek QC ornekleri hem matriks icersinde
hem de metanol igersinde hazirlanarak normalize matriks faktorleri hesaplanmistir.

Matriks etkisi ¢alismasinda bulunan degerler EMA kabul limitleri i¢inde bulunmustur

(Tablo 4-10).
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) Matriks §olvent Normalize
ORNEK | I¢indeki | I¢indeki | Matriks Faktor | Matriks | Ortalama SD % CV
Alan Alan Faktor

QC21 206,62 594,60 2,88 2,35 2,20 0,10 4,50
QcC22 212,44 582,50 2,74 2,24

QcCz23 217,34 578,93 2,66 2,18

QC24 211,37 546,03 2,58 2,11

QC25 220,23 562,30 2,55 2,09

QC26 205,70 568,45 2,76 2,26

QC41 |52260,36 | 168921,90 3,23 2,64 2,59 0,11 4,32
QC42 |54495,30 | 168882,30 3,10 2,53

QC43 |48248,43 | 165248,30 3,42 2,80

QC44 |52157,91|163076,20 3,13 2,55

QC45 |52905,92 | 160940,90 3,04 2,49

QC46 |51882,36|162094,10 3,12 2,55

IS1 22295,47 | 31131,71 |1,40 | Ortalama

I1S2 27693,75 | 32827,60 | 1,19 IS

Matriks

IS3 26757,36 | 3272297 | 1.22| Eaktsr

1S4 25626,65 | 30504,70 | 1,19

IS5 26909,93 | 31254,93 | 1,16 1,22

1S6 25871,53 | 30731,53 | 1,19
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5. TARTISMA

Literatiirde farkli enzimatik hidroliz kosullar1 ile idrarda toplam THC-COOH
tayini ile ilgili LC-MS/MS ¢alismalar1 mevcuttur (4, 15-20).

Felli ve ark. yaptig1 ¢alismada, enzimin bulundugu tampon c¢dzeltisinin pH
degerini 5,00 ve kullanilan enzim miktarint mL idrarda 5000 unite olarak se¢mistir. Bu
caligmada kullanilan hidroliz islemi, 20 saat boyunca 37 °C’ye ayarlanmis etiivde
bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama asamasinda idrar seyreltme
yontemi kullanilmistir. Gradient ayirma kullanilan yontemin toplam ayirma siiresi 26
dakika olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti pozitif elektrosprey iyonizasyon
modu kullanilarak yapilmistir (4).

Weinmann ve ark. yaptig1 ¢alismada, enzimin bulundugu tampon ¢6zeltisinin pH
degerini 6,00 ve kullanilan enzim miktarint mL idrarda 7000 Unite olarak se¢mistir. Bu
calismada kullanilan hidroliz islemi, 5 saat boyunca 37 °C’ye ayarlanmig etiivde
bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama asamasinda sivi-sivi ekstraksiyonu
ile azot altinda ugurma yontemi kullanilmistir. Gradient ayirma kullanilan yontemin
toplam ayirma siiresi 37,3 dakika olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti pozitif
elektrosprey iyonizasyon modu kullanilarak yapilmistir (15).

Grauwiler ve ark. yaptig1 calismada, enzimin bulundugu tampon ¢ozeltisinin pH
degerini 6,00 olarak se¢mistir. Bu ¢alismada kullanilan hidroliz islemi, 3 saat boyunca 50
°C’ye ayarlanmig etiivde bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama
asamasinda sivi-sivi ekstraksiyonu ile azot altinda ugurma yontemi kullanilmistir.
Gradient ayirma kullanilan yontemin toplam ayirma siiresi 25 dakika olarak
belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti pozitif atmosferik basingh kimyasal iyonizasyon
modu kullanilarak yapilmistir (16).

Montesano ve ark. yaptigi ¢calismada, enzimin bulundugu tampon ¢6zeltisinin pH
degerini 6,80 ve kullanilan enzim miktarint mL idrarda 8333 Unite olarak se¢mistir. Bu
calismada kullanilan hidroliz islemi, 2 saat boyunca 37 °C’ye ayarlanmis etiivde
bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama asamasinda kat1 faz ekstraksiyonu
ile azot altinda ugurma yontemi kullanilmistir. Gradient ayirma kullanilan yontemin
toplam ayirma siiresi 5,8 dakika olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti negatif

elektrosprey iyonizasyon modu kullanilarak yapilmistir (17).
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Lee ve ark. yaptigi caligmada, enzimin bulundugu tampon ¢ozeltisinin pH
degerini 6,70 olarak se¢mistir. Bu ¢alismada kullanilan hidroliz islemi, 1 saat boyunca 55
°C’ye ayarlanmig etiivde bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama
asamasinda idrar seyreltme yontemi kullanilmistir. Gradient ayirma kullanilan yontemin
toplam ayirma suresi 10 dakika olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti pozitif
elektrosprey iyonizasyon modu kullanilarak yapilmistir (18).

Aizpurua-Olaizola ve ark. yaptig1 calismada, enzimin bulundugu tampon
cozeltisinin pH degerini 6,80 ve kullanilan enzim miktarini mL idrarda 10000 Unite olarak
se¢mistir. Bu ¢alismada kullanilan hidroliz iglemi, 16 saat boyunca 37 °C’ye ayarlanmig
etlivde bekletilerek yapilmistir. Yontemin numune hazirlama asamasinda kat1 faz
ekstraksiyonu ile azot altinda ugurma yontemi kullanilmistir. Gradient ayirma kullanilan
yontemin toplam ayirma siiresi 15,5 dakika olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti
pozitif elektrosprey iyonizasyonu modu kullanilarak yapilmistir (19).

Sempio ve ark. yaptigi ¢alismada, enzimin bulundugu tampon ¢6zeltisinin pH
degerini 6,80 ve kullanilan enzim miktarin1 mL idrarda 2000 Unite olarak se¢mistir. Bu
caligmada kullanilan hidroliz islemi, 16 saat boyunca 37 °C’ye ayarlanmis etiivde
bekletilerek yapilmigtir. Yontemin numune hazirlama asamasinda 96 oyuklu bir plaka
kullanilmigtir. Gradient ayirma kullanilan yontemin toplam ayirma siiresi 14,6 dakika
olarak belirlenmistir. THC-COOH’1n tespiti pozitif elektrosprey iyonizasyonu modu
kullanilarak yapilmistir (20).

Bu c¢alismada, enzimin bulundugu tampon ¢ozeltisi icin iki farkli pH degerinde
(5,00 ve 6,50) calisilmistir. Enzimatik hidroliz veriminin pH=5,00 tampon ¢ozeltisinde
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Kullanilan enzim miktar1 mL idrarda 1500, 3000 ve
6500 Unite olarak ¢alisilmigtir. Optimizasyon sonucuna goére 3000 ve 6500 Unite hidroliz
i¢in yeterli bulunmustur. Enzimatik hidroliz ¢calismasi 37, 55, 75 ve 90 °C’ye ayarlanmis
etiivde 15, 30, 45, 60 ve 75 dakika bekletilerek yapilmistir. Literatiirden farkli olarak 75
°C ve 90 °C sicaklikta yapilan hidroliz ¢aligmalarinin hidroliz siiresini kisalttig1 tespit
edilmistir. Ayrica, tiim hidroliz deneylerinin sonunda THC-COOH glukuronid kalitatif
olarak izlenmistir. 75 °C ve 90 °C'de benzer sonuglar elde edildiginden, valide edilen
yontem igin 75 °C secilmistir. Idrar igerisinde bulunan 1800 ng/mL THC-COOH
glukuronid maddesi 20 dakikalik hidrolizden sonra tamamen THC-COOH maddesine
dontstiirilmiistiir. Gradient ayirma kullanilan yontemin toplam ayirma siiresi 5 dakika

olarak belirlenmistir. Elektrosprey iyonizasyon yodntemlerinin genellikle atmosferik
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basingli kimyasal iyonizasyon yontemlerinden daha hassas olmasi, idrarda dl¢iilen THC-
COOH’1n polaritesi ve negatif iyon modunda daha fazla sinyal elde edilmesi nedeniyle
negatif elektrosprey iyonizasyon modu kullanilmustir.

Gelistirilen yOntem, literatiirde bulunan tiim ¢alismalara gore kisa analiz stiresi ve
enzimatik hidroliz slresine sahiptir (4, 15-20). Yo6ntemin ¢ogu ¢alismaya gore basit bir
numune hazirlama prosediirii vardir (15-17, 19, 20).

Bu c¢alismada, THC-COOH glukuronid maddesinin THC-COOH maddesine
doniistimiinde kullanilan enzimatik hidroliz etkinligi detayli olarak sunulmustur. Yontem,
EMA biyoanalitik yontem validasyonu kilavuzuna gore dogrulanmistir. Daha sonra
valide edilen yontem ile gergcek numune analizleri basariyla gergeklestirilerek toplam
THC-COOH miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen bu yontemin esrar
kullaniminin belirlenmesinde hizli, kolay ve giivenli bir sekilde kullanilabilecegini

gostermistir.
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