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MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’NIN KAN VE iDRAR
NUMUNELERINDEN KATI FAZ EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE
EKSTRAKSIYONU VE LC-MS/MS iLE TAYINLERI
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Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
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2025, 79 Sayfa

Son yillarda diinya genelinde sentetik kannabinoidlerin (SK) kullanimi ciddi bir artis
gostermektedir. “Bonzai”, “Spice”, “K2”, “Spice Gold”, “Spice Diamond”, “Chill Out” ve
“Chill X gibi cesitli ticari adlarla pazarlanan bu bilesikler, toplum sagligin1 tehdit eden
yaygin psikoaktif maddeler arasinda yer almaktadir. SK’lerin diisiik maliyetli olmasi,
etkilerinin gii¢lii ve hizli baglamasi ile klasik analiz yontemleriyle uzun siire saptanamamis
olmalari, bu maddelerin yayginlagsmasinda etkili olmustur.

Bu tez c¢alismasinda, 6zellikle son donemde sik¢a karsilagilan MDMB-4en-PINACA
ve ADB-BUTINACA adli iki SK’nin kan ve idrar numunelerinde tayinine yonelik 6zgiin
ve glivenilir bir LC-MS/MS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Numune
hazirliginda matris bilesenlerinden arindirmay1 saglamak amaciyla kati faz ekstraksiyonu
(KFE) uygulanmistir. Yontem dogrusal aralik bakimindan 1,0-50,0 ng/mL
konsantrasyonlar1 arasinda yiiksek korelasyon katsayisi (1 = 0,998) gostermistir. Yiiksek
geri kazanim (GK) oranlart ve toksikolojik analizler igin gerekli validasyon
parametrelerinin saglanmasi, gelistirilen metodun hem analitik giivenilirligini hem de

gercek adli numunelerde uygulanabilirligini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: MDMB-4en-PINACA, ADB-BUTINACA, Sentetik Kannabinoidler, LC-
MS/MS, Kan, Idrar, Adli Toksikoloji
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PhD. Thesis
SUMMARY

EXTRACTION OF MDMB-4en-PINACA AND ADB-BUTINACA FROM BLOOD
AND URINE SAMPLES BY SOLID PHASE EXTRACTION METHOD AND
DETERMINATION BY LC-MS/MS
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In recent years, there has been a significant global increase in the use of synthetic
cannabinoids (SCs). These compounds, marketed under various brand names such as
“Bonzai,” “Spice,” “K2,” “Spice Gold,” “Spice Diamond,” “Chill Out,” and “Chill X,” are
among the most commonly encountered psychoactive substances posing a threat to public
health. Their widespread use can be attributed to their low cost, rapid and potent
psychoactive effects, and the fact that they remained undetectable by conventional
analytical methods for an extended period.

In this thesis study, a novel and reliable liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) method was developed and validated for the determination of
two frequently encountered SCs, MDMB-4en-PINACA and ADB-BUTINACA, in blood
and urine samples. To eliminate matrix interferences during sample preparation, solid-
phase extraction (SPE) was employed. The developed method demonstrated excellent
linearity within a concentration range of 1.0-50.0 ng/mL, with a high correlation
coefficient (1> = 0.998). High recovery (RE) rates and the successful fulfillment of all
necessary validation parameters for forensic toxicological analysis confirmed both the

analytical reliability of the method and its applicability to real forensic samples.

Key Words: MDMB-4en-PINACA, ADB-BUTINACA, Synthetic Cannabinoids, LC-MS/MS,
Blood, Urine, Forensic Toxicology
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Sentetik Kannabinoidler

Kannabis bitkisi, insanlik tarihinin en eski tarim iiriinlerinden biri olarak bilinir ve
binlerce yildir hem tibbi hem de eglence amaglh kullanilmaktadir. Cannabis sativa L. tiiri,
iceriginde basta A9-tetrahidrokannabinol (A9-THC) ve kannabidiol (CBD) olmak iizere
yiizlerce farkli fitokannabinoid barindirir. A9-THC’nin kimyasal yapist Sekil 1’de
verilmigtir. Bu bilesikler, insan viicudundaki endokannabinoid sistemi (ES)iizerinde etkili
olarak cesitli norolojik, psikolojik ve fizyolojik tepkimelere yol acar (Pertwee, 2008).
Ozellikle A9-THC, psikoaktif etkilerden sorumlu temel kannabinoid olup, merkezi sinir
sistemindeki CB1 reseptorlerine baglanarak Ofori, kaygi, algi bozuklugu ve motor

koordinasyon bozukluklar1 gibi semptomlara neden olabilir (Huestis ve ark., 2001).
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Sekil 1. A9-THC’ nin kimyasal yapis1

Kannabis, viicutta CB1 ve CB2 olarak adlandirilan kannabinoid reseptorleri lizerinde
etkili olmaktadir. Inceleme konumuz olan SK tiirii maddeler ise kimyasal yapilar1 dogal
kannabisten farkli goriinse de benzer sekilde CB1 ve CB2 reseptorlerini etkileyen ve “yeni
nesil” olarak siniflandirilan psikoaktif maddeler (PM’ler) arasinda yer almaktadir.

Raphael Mechoulam, 1964 yilinda hashas bitkisinden A9-THC’yi izole etmistir (De
Luca ve Fattore, 2018). A9-THC’nin kesfinin ardindan, ilag¢ endiistrisi psikoaktif ve
bagimlilik yapici etkileri olmayan ancak kannabinodilerin biyolojik aktivitesini ve
etkilerini siirdiirebilen sentetik analoglar gelistirmek amaciyla birgok arastirma
baslatmigtir. Bu calismalar sonucunda, fitokannabinoidlerle yapisal olarak benzer
bilesiklerin yani sira farkli kimyasal yapilara sahip yeni molekiiller de sentezlenmis ve bu

bilesikler SK’ler olarak adlandirilmistir (Mechoulam ve ark., 1995).



1964 yilinda A9-THC’nin kenevirden izole edilmesinin ardindan, arastirmacilar
ES’yi kesfetmis ve SK’lerin sentezine yonelik ¢aligmalar hiz kazanmistir. 1970’lerde, agr
yonetimi ve diger tibbi uygulamalar i¢in yeni tedaviler gelistirmek amaciyla ilk SK’ler
tretilmistir (De Luca & Fattore, 2018; Lafaye et al., 2017; Mechoulam ve ark., 1995).
Selektif SK reseptor agonistleri {izerine yapilan ilk ¢alismalar 1974 yilinda Pfizer firmasi
tarafindan sikloheksilfenoller ile baslatilmistir. Siklohekzilfenollerin agik formiili Sekil

2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Siklohekzilfenoller (CP 47,497)’in kimyasal yapis1

Hebrew Universitesi’nde Raphael Mechoulam ve ekibi bu calismalar1 siirdiirerek
1988 yilinda HU-210 adli maddeyi sentezlemistir. Bu maddenin agik formiili Sekil 3’te
verilmigtir. HU-210, A9-THC’ye yapisal olarak benzeyen bir dibenzopiran olup, CB1 ve
CB2 reseptorlerine oldukga giiclii bir agonisttir. THC’den 100 ile 800 kat daha etkili
oldugu ileri siiriilen bu madde ilk kez, 2009 yilinda ele geg¢irilen “Spice Gold” adli iiriin
igerisinde tespit edilmistir (De Luca & Fattore, 2018; Lafaye et al., 2017; Mechoulam ve
ark., 1995).

Sekil 3. HU-210"un kimyasal yapisi

Clemson Universitesi’nden Profesér John W. Huffman ve ekibi, Giiney Carolina’da

yaklasik 450 farkli SK iretmistir. Huffman’in ABD Ulusal Uyusturucu Bagimlilig:



Enstitlisi (NIDA) tarafindan finanse edilen “Drug Abuse” (madde bagimliligi) ¢aligmalari,
endokannabinoid reseptorlerini hedef alan ilaglarin gelistirilmesine odaklanmigtir. 1984
yilindan itibaren Huffman ve ekibi, multiple skleroz ve kemoterapi arastirmalarina katki
saglayacak yeni kannabinoid tiirleri {izerinde ¢alismaya baglamiglardir. Klasik
dibenzopiran yapilarindan farkli olmasina ragmen hayvanlarda kannabinoid benzeri etkiler
yaratan genis bir SK serisi sentezlemislerdir. Huffman tarafindan sentezlenen JWH serisi,
SK’ler arasinda en sik tespit edilen bilesiklerden biridir. 1995°te iiretilen JWH-018, kolay
sentezlenebilmesi ve gii¢lii farmakolojik etkileri nedeniyle yaygin olarak kétiiye kullanilan
ve tercih edilen kannabinoidler arasinda yer almistir (Huffman ve ark., 2005; Wiley ve

ark., 2011). JWH-018’in ac¢ik kimyasal yapis1 Sekil 4’te verilmistir.

.
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Sekil 4. JWH-018’in kimyasal yapis1

ABD'deki Northeastern Universitesi'nde gorev yapan kimya profesorii Alexandros
Makriyannis ve arastirma ekibi, tibbi kullanim amaciyla birgok SK bilesigi sentezlemistir.
Bu SK’lerden en bilindik olant AM-2201°dir (Makriyannis, 2001). Bu bilesigin agik

kimyasal formiilii Sekil 5°te gosterilmistir.

Sekil 5. AM-2201’in kimyasal yapis1



Son 20 yilda, 450’den fazla SK bilesigi sentezlenmistir. Bu bilesiklerin
isimlendirilmesi genellikle bunlar1 sentezleyen bilim insanlarmin ya da kurumlarin bas
harfleri ile yapilmistir. Ornegin, Alexandros Makriyannis’in iirettigi AM-2201, John W.
Huffman ve ekibinin sentezledigi “JWH” serisi, Hebrew Universitesi’nde sentezlenen HU-
210 ve Charles Pfizer tarafindan gelistirilen sikloheksilfenol tiirevi CP 47,497 bu duruma
ornek olarak verilebilir (Papaseit ve ark., 2018). Zaman i¢inde, bu yeni bilesiklerin ¢ogu
bilimsel yayinlar ve patentlerle genis kitlelere tanitilmistir. Bu siirecle birlikte, yasa dis1
laboratuvarlar da bu bilesikleri kesfederek PM pazarina, 6zellikle kannabisin yerine
kullanilabilecek maddeler olarak sunmustur. SK’ler, 2000’lerin baslarinda PM piyasasinda
ortaya ¢ikmis ve 2008’de Almanya ile Avusturya’da “bitkisel iirlin” olarak pazarlanan bir
tiriinde JWH-018 bilesiginin tespit edilmesiyle dikkat ¢ekmistir (EMCDDA/EUDA 2020).
O tarihten bu yana, SK’lerin hizla piyasaya girip c¢iktigi, siirekli yeni bilesiklerin
gelistirildigi ve satisa sunuldugu gozlenmistir. Bu durum, ozellikle bu maddelerle
miicadeleyi her gegen giin daha da zor hale getirmistir. MDMB-4en-PINACA gibi yeni tiir
SK’lerin kannabis ile karistirthp kullaniciya sunulmasi, bu bilesiklerin bilinmeden
tilkketilmesi sonucu olusabilecek ciddi saglik risklerine dikkat g¢ekmektedir. Avrupa
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimhiligi izleme Merkezi (EMCDDA/EUDA) 2020 yili
itibariyle Avrupa’da 830 yeni PM’yi izlemeye almistir, bunlarin 46°s1 ilk kez 2020 yilinda
rapor edilmistir. 2008’den bu yana ise Avrupa’da toplam 209 yeni SK kesfedilmis,
bunlardan 11°i 2020°de tespit edilmistir. 2019 yilinda Avrupa Birligi Uye Devletleri
tarafindan bildirilen ele gecirilen yeni psikoaktif maddeler (YPM)’lerin yaklasik %60’ 1
SK’ler ve katinonlar olusturmaktadir (EMCDDA/EUDA,2021). Tablo 1, baz1 SK’lerin

gelistirildigi yillara gore siniflandirilmasini géstermektedir.



Tablo 1. Baz1 SK’lerin gelistirildigi yillara gore siniflandirilmast

Madde adi Gelistirme y1l1 Tespit edilme yil1 / {ilke Notlar

CP 47,497 1974 2008/Almanya Pfizer tarafindan

HU-210 1988 2009/ABD THC'den ¢ok daha giiglii

JWH-018 1995 2008/Avrupa Bonzai'de yaygin

*JWH-073 1995 2009 JWH-018'in varyanti

*AM-2201 2010 2011 JWH-018’in fluoro tiirevi, daha gii¢li
UR-144 2008 2012/ABD CB32 affinitesi yiiksek

*XLR-11 2009 2012 UR-144'e yapisal olarak benzeri
*SF-PB-22 2012 2013 Siddetli toksisiteye neden
*SF-AB-PINACA 2012 2013 Yiiksek etki, giivenlik riski
MDMB-CHMICA 2014 2014/Avrupa Cok gii¢lii ve dltimlerle iligkili
5F-MDMB-PICA 2015 2016/Avrupa Avrupa'da sik ele gegirilen maddelerden

Son derece giiclii, 2020 sonrasi

MDMB-4en-PINACA 2017 2018/Avrupa . 4
analizlerde sik goriilme

Yeni nesil maddelerden, yiiksek toksisite

ADB-BUTINACA 2019 2019/Asya-Avrupa ve hizli etki.

*]1k tespit edildikleri iilke hakkinda kesin bilgi bulunmamaktadir.

2024 wyili Avrupa Uyusturucu Raporu'nda (European Drug Report 2024)
EMCDDA/EUDA, SK’ler arasmmda MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA'nin
Avrupa'da onemli bir tehdit olusturdugunu vurgulamaktadir. Bu maddeler, 6zellikle
Bulgaristan'da, ulusal Erken Uyar1 Sistemi (EWS) araciligiyla tespit edilen YPM’ler
arasinda One c¢ikmaktadir. 2023 yilinda Bulgaristan'da MDMB-4en-PINACA'dan 803,
ADB-BUTINACA'dan ise 252 vaka bildirilmistir. Toplamda, bu iki SK, 2023 yilinda
ulusal EWS tarafindan bildirilen 1.356 yeni PM vakasinin Onemli bir kismim
olusturmaktadir. EMCDDA/EUDA, MDMB-4en-PINACA'nin giiglii bir CB1 reseptor
agonisti oldugunu ve bu nedenle ciddi zehirlenmelere, hatta Gliime yol acabilecegini
belirtmektedir. Bu madde, genellikle “yasal alternatifler” olarak sunulmakta ve ozellikle
gencler arasinda popiilerlik kazanmaktadir. Ancak, bu maddelerin etkileri konusunda daha
fazla arastirma yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir. ADB-BUTINACA ise, benzer
sekilde, giiclii bir CBI1 reseptor agonisti olup, kullanimiyla iliskili olarak cesitli saglik
riskleri tagimaktadir. Bu madde de genellikle “yasal alternatifler” olarak sunulmakta ve
kullanicilar tarafindan bilingsizce tiiketilmektedir. EMCDDA/EUDA, bu maddelerin saglik
tizerindeki etkilerini daha iyi anlayabilmek icin daha fazla bilimsel arastirma yapilmasi
gerektigini Onermektedir. Sonu¢ olarak, EMCDDA/EUDA, MDMB-4en-PINACA ve
ADB-BUTINACA gibi SK’lerin Avrupa'da énemli bir halk saglig1 sorunu olusturdugunu



ve bu maddelerin etkileri konusunda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini
vurgulamaktadir. Ayrica, bu maddelerin kullaniminin azaltilmasi i¢in etkili onleme ve
miidahale stratejilerinin gelistirilmesi gerektigi ifade edilmektedir (EMCDDA/EUDA,
2024).

1.1.1. MDMB-4en-PINACA

Acik kimyasal formiilii Sekil 6’da verilen MDMB-4en-PINACA (diger adiyla
MDMB-PENINACA veya MDMB-PINACA Nl-pentyl-4en isomer), kimyasal olarak
metil 3,3-dimetil-2-(1-(pent-4en-1-il)-1H-indazol-3-karboksamido) butanoat olarak bilinir
ECMDDA’nin EWS’si tarafindan ilk kez 2018’de rapor edilmistir (EMCDDA/EUDA,
2020). SF-MDMB-PINACA ile yapisal bir benzerlik gostermektedir ve insanlarda bulunan
kannabinoid tip 1 (hCB1) reseptorlerine baglanmaktadir. Molekiil, kiral bir merkezi yapiya
sahiptir. Insan karaciger mikrozomlari, hepatositler ve idrar numuneleri iizerinde yapilan
arastirmalarda en yaygin karsilasilan metabolit M3 olmustur. MDMB-4en-PINACA,
viicutta biiyiik oranda metabolize edilir, ancak birgok diger SK’den farkli olarak, orijinal
madde idrar numunelerinde de tespit edilmistir (WHO, 2020).

Cin’de gerceklestirilen ve 31 biiyiik sehirden alinan atik su numunelerinde SK’lerin
incelendigi bir arastirmada, 21 sehirde en az bir SK veya metaboliti tespit edilmistir.
Numunelerin %13,4’tinde MDMB-4en-PINACA ’nin butanoik asit metaboliti bulunmus ve
bu madde en sik tespit edilen SK olarak 6ne ¢cikmistir (Fan ve ark., 2022). Hapishanelerde
YPM’nin saptanmasi {lizerine yapilan literatiir taramasi, cezaevlerinde en yaygin kullanilan
YPM tiirtiniin SK oldugunu gostermektedir. PM’lerin cezaevine en yaygin olarak posta
yoluyla ulastirildigi anlagilmistir. Biyolojik olmayan numunelerde en sik tespit edilen SK,
4F-MDMB-BINACA, MDMB-4en-PINACA ve S5F-MDMB-PINACA iken, biyolojik
numunelerde en yaygin bildirilen maddeler SP-MDMB-PICA, 4F-MDMB-BINACA ve
MDMB-4en-PINACA olmustur (Vaccaro ve ark., 2022). 2019 yilinin nisan ile agustos
aylar1 arasinda yapilan ve 2150 idrar 6rnegini kapsayan bir arastirmada, SK pozitifligi %22
(n=473) olarak bulunmustur, MDMB-4en-PINACA ’nin kullanim orani ise %2,6 (n=56)
olarak tespit edilmistir (Oztiirk & Yeter, 2020). Tiirkiye’de 250 narkotik vaka {izerinde
yapilan bir aragtirmada, goniillii katilimcilarin %18,4’tiinde MDMB-4en-PINACA adh
maddenin bulundugu saptanmistir (Sastim, 2021). Bu madde, SK tiirlerinden biri olup
Avrupa’da ilk defa 2017 yilinda fark edilmis ve 2018 yilinda EMCDDA’nin EWS’si



araciligtyla rapor edilmistir. EMCDDA, 2020 yilinda gergeklestirdigi  risk
degerlendirmesinde, yiiksek risk tasiyan ii¢c maddeye dikkat c¢ekmistir. Bu maddeler
arasinda MDMB-4en-PINACA’nin yani sira 4F-MDMB-BICA ve izotonitazen de yer
almistir. MDMB-4en-PINACA, tehlikeli ve hizla yayilan sentetik maddelerden biri olarak
kabul edilmektedir ve uluslararast PM izleme sistemleri tarafindan yakindan takip

edilmektedir (EMCDDA/EUDA, 2021).
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Sekil 6. MDMB-4en-PINACA ’nin kimyasal yapisi

1.1.2. ADB-BUTINACA (BINACA)

Acik kimyasal yapist Sekil 7°de gosterilen ADB-BUTINACA, kimyasal olarak N-(1-
amino-3,3-dimetil-1-oksobutan-2-il)-1-butil-1H-indazol-3-karboksamid olarak bilinen bir
SK’dir. 2019°da Avrupa’da tanimlanmis ve 2020’nin baslarinda Singapur’da tespit
edilmistir. Bu maddenin analizinde, kan, idrar ve karaciger numunelerinde ana bilesigin
yant sira dihidrodiol ve monohidroksile metabolitlerin hedef alinmasi Onerilmektedir.
ADB-BINACA’ni, JWH-018’den yaklasik ii¢c kat daha gii¢lii bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Kavanagh ve ark., 2022; Qian ve ark., 2016). Ki Hon Sia ve ekibi, ADB-
BUTINACA’nin biyotransformasyonu sonucunda 15 farkli metabolit tanimlamistir. Bu
madde, CYP2C19, CYP3A4 ve CYP3A enzimleri tarafindan hizlica metabolize
edilmektedir ve M6, M11, M14 ve M15 biyobelirteg olarak kullanilabilir (Sia ve ark.,
2021).

ABD’deki verilere gore, ADB-BINACA 2020’nin sonunda SK’ler arasinda hizla
popiiler hale gelmis ve 2021 boyunca en sik tespit edilen ilk dort madde arasinda yer



almistir. 2022°nin ilk ¢eyreginde ise Tlgcilincli siraya ylikselmistir (Aegis Sciences
Corporation, 2023).

Tirkiye’deki 2021 YPM olaylarinda ise en ¢ok karsilagilan maddelerin SK’ler
oldugu, 6zellikle MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA nin 6ne ¢iktig1 goriilmistiir
(TUBIM, 2022).

Sekil 7. ADB-BUTINACA ’nin kimyasal yapisi

1.2. Adli Toksikoloji

Adli toksikoloji, toksikoloji biliminin ilkelerini hukuki siireclere uygulayan bir
disiplindir. Bu alan, zehirlenme, ila¢ kotliye kullanimi, madde bagimlhilig, trafik kazalar
ve slipheli 6liimler gibi durumlarda, biyolojik numunelerdeki toksik maddelerin tespiti ve
degerlendirilmesiyle ilgilenir. Adli toksikologlar, analitik kimya, farmakoloji ve patoloji
gibi bilim dallarindan yararlanarak, elde edilen verileri yasal ve tibbi baglamda
yorumlarlar. Bu sayede, adli olaylarin aydinlatilmasina ve adaletin saglanmasina katkida
bulunurlar (Ac¢ikkol, 2023).

Paracelsus, “Her madde zehir olabilir, zehir olmayan madde yoktur. Bir maddenin
zehir mi ila¢ m1 oldugunu belirleyen onun dozudur.” diyerek dozun 6nemine dikkat ¢ekmis
ve toksikolojinin altin1 ¢izmistir. Analitik kimya, biyolojik sistemlerdeki maddelerin
varligimi ve miktarlarii tespit etmek i¢in kullanilan teknikler ve yontemler sunarken, bu
veriler toksikoloji ve adli toksikolojiye onemli katkilar saglar. Boylelikle, organizmaya
giren maddelerin canli iizerindeki olumsuz etkileri arastirilabilir ve anlasilabilir hale gelir

(Dokgoz, 2019).



1.2.1. Adli Toksikolojide SK’lerin Tespitine Yonelik Analitik Yontemler

Adli toksikoloji kapsamina giren bir¢cok farkli analit bulunmaktadir. Her gegen giin
bu alanda ilgiyi lizerine ¢eken yeni maddeler piyasaya c¢ikmakta ve madde kullanim
aliskanliklar1 degiskenlik gostermektedir. Bu ytlizden adli toksikoloji laboratuvarlarinin, sik
karsilasilan kimyasal ve maddeleri tespit etmenin yani sira, nadiren rastlanan maddeleri de
belirlemek i¢in planlama yapmalar gerekmektedir (Lappas & Lappas, 2021).

Sistematik toksikolojik analiz (STA), modern adli toksikoloji laboratuvarlarinda
uygulanan bir yontemdir. STA, toksikolojik olarak 6nemli maddelerin numunelenmesi,
izolasyonu, ayirt edilmesi, tespiti ve tanimlanmasini igeren, numunelerin sistematik ve
kapsamli bicimde analiz edilmesine olanak taniyan bir siiregtir (Rygaard ve ark., 2023).

SK'ler, kimyasal yapilarindaki gesitlilik ve stirekli degisim nedeniyle adli toksikoloji
alaninda Oonemli bir zorluk teskil etmektedir. Bu maddelerin tespiti, 6zellikle diisiik
konsantrasyonlarda ve kompleks biyolojik matrislerde, hassas ve 6zgiil analiz yontemlerini
gerektirir. Bu baglamda, adli toksikoloji laboratuvarlarinda kullanilan baslica analiz
yontemleri arasinda gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve s1vi kromatografi-
tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) yer almaktadir (Namera ve ark., 2015; Waters
ve ark., 2016).

GC-MS, ozellikle ugucu ve termal olarak kararli bilesiklerin analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, bircok SK termal olarak kararsiz oldugundan, GC-MS analizleri
stirasinda termal bozunmaya ugrayabilirler. Bu durum, analiz sonuglarmin giivenilirligini
azaltabilir. Bu nedenle, LC-MS/MS gibi alternatif yontemler, SK'lerin tespiti i¢in daha
uygun olabilir (Namera ve ark., 2015).

LC-MS/MS, yiiksek duyarlilik ve segicilik 6zellikleri sayesinde, SK'lerin hem nitel
hem de nicel analizinde tercih edilen bir yontemdir. Bu teknik, diisiik tespit limitleri ve
genis analit kapsami ile, cesitli biyolojik 6rneklerde SK'lerin tespitini miimkiin kilar.
Ayrica, LC-MS/MS, SK'lerin metabolitlerinin analizinde de etkili bir aractir (Namera ve
ark., 2015).

Adli toksikoloji laboratuvarlarinda, analizlerin giivenilirligini artirmak amaciyla,
tarama ve dogrulama testlerinin kombinasyonu siklikla kullanilmaktadir. Ilk asamada,
genis kapsamli tarama testleri ile olas1 SK'ler belirlenir. Ardindan, LC-MS/MS gibi yiiksek
ozgiilliige sahip yontemlerle dogrulama testleri gerceklestirilir. Bu yaklasim, yanls pozitif

ve negatif sonuglarin azaltilmasina yardimer olur (Waters ve ark., 2016).
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Sonu¢ olarak, SK'lerin adli toksikolojideki analizinde, siirekli gelisen kimyasal
yapilar1 ve diigiik konsantrasyonlar1 nedeniyle, yliksek duyarliliga ve segicilige sahip analiz
yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. LC-MS/MS, bu gereksinimleri karsilayan ve
SK'lerin tespiti i¢in en uygun yontemlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Namera ve ark.,

2015).

1.2.2. Adli Toksikolojide SK’lerin Tespiti I¢in Kullanilan Biyolojik Matrisler

Adli toksikoloji alaninda SK'lerin tespiti i¢in ¢esitli biyolojik Ornekler
kullanilmaktadir. Bu o6rnekler, maddenin viicuda alim zamanini, kullanim sikligin1 ve
dozajin1 belirlemede ©nemli bilgiler sunar. En yaygm kullanilan biyolojik ornekler
arasinda kan, idrar, tlikiiriik, sa¢ ve ter yer almaktadir (Djilali ve ark., 2022).

Kan, SK'lerin tespiti i¢in en yaygin kullanilan 6rneklerden biridir. Kan ornekleri,
maddenin viicuda alimindan kisa bir siire sonra alinirsa, SK'lerin ana bilesiklerinin ve bazi
metabolitlerinin tespitine olanak tanir. Ancak, SK'lerin hizli metabolizmasi nedeniyle, kan
orneklerinde tespit siiresi genellikle sinirhidir (Krotulski ve ark., 2020).

Idrar, SK metabolitlerinin tespiti i¢in tercih edilen bir rnek tiiriidiir. SK'ler viicutta
hizla metabolize edildiginden, ana bilesikler yerine metabolitlerin tespiti daha yaygindir.
Idrar 6rnekleri, maddenin kullanimini takiben daha uzun bir tespit imkani sunar, bu da
Ozellikle rutin tarama testleri i¢in avantajlhidir (Krotulski ve ark., 2020).

Tiikiiriik, SK'lerin kisa siireli tespiti i¢in kullanilan bir diger biyolojik Ornektir.
Tiikiiriik 6rnekleri, maddenin alimindan kisa bir siire sonra alinirsa, ana bilesiklerin tespiti
miimkiindiir. Ancak, tiikiiriikteki SK konsantrasyonlar1 genellikle diisiiktiir ve tespiti son
derece simirhidir (Djilali ve ark., 2022).

Sag, SK'lerin uzun siireli kullanimim1 belirlemede kullanilan bir 6rnek tiirtidiir. Sag
ornekleri, maddenin kronik kullanimmi ve kullanim desenlerini degerlendirmede
faydalidir. Ancak, sa¢ Orneklerinin dis kontaminasyona agik olmasi ve analizinin
karmasikligi, bu yontemin sinirlamalarindandir (Krotulski ve ark., 2020).

Ter, SK'lerin tespiti i¢in alternatif bir biyolojik 6rnek olarak kullanilmaktadir. Ter
ornekleri, Ozellikle siirekli izleme gereken durumlarda, maddenin viicuda alimini
belirlemede yardime1 olabilir. Ancak, ter 6rneklerinin toplanmasi ve analiz edilmesi, diger

biyolojik 6rneklere gore daha zordur (Djilali ve ark., 2022).
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1.2.3. SK Tayini icin Adli Toksikolojide Numune Alma, Tasima ve Saklama
Sartlari

SK’lerin adli toksikolojik analizlerinde giivenilir ve gegerli sonuclar elde
edilebilmesi i¢in numune alma, tasima ve saklama siire¢lerinin her asamasi titizlikle
yiriitilmelidir. Bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 genellikle kararsiz olup, ¢evresel
faktorlere karst duyarlidir. Bu nedenle, o6rnekleme siirecinde analit stabilitesini korumak
amactyla uygun onlemler alinmalidir (Djilali ve ark., 2022).

Numune alma islemi, olay yeri veya otopsi sirasinda miimkiin olan en kisa siirede
gergeklestirilmelidir. SK'ler, lipofilik yapilar1 nedeniyle biyolojik 6rneklerde hizli bir
sekilde dagilir ve metabolize olurlar. Bu durum, 6zellikle kan ve plazma Orneklerinde
analitlerin tespiti i¢in zamanin kritik oldugunu gdstermektedir (Fort ve ark., 2017).

Numunelerin taginmasi sirasinda, sicaklik, 15tk ve nem gibi dis etkenlerden
korunmas1 gerekmektedir. Ozellikle oda sicakhiginda veya yiiksek 1sida tasinan
numunelerde bazi SK'lerin degradasyon gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle, 6rneklerin
+4 °C’de soguk zincirde taginmasi onerilmektedir (Djilali ve ark., 2022).

Numune saklama kosullar1 da adli analizler agisindan biiylik 6nem tasir. Yapilan
calismalar, SK’lerin —20°C veya —80°C gibi diislik sicakliklarda uzun siire stabil
kalabildigini gdstermektedir. Ozellikle —20 °C’nin iizerindeki sicakliklarda bu siirecin
hizlandig1 belirlenmistir. Bu baglamda, uzun siireli saklama gereken durumlarda —80 °C
onerilmektedir (Fort ve ark., 2017). Ayrica, numunelerin saklandig kaplarin materyali de
analit stabilitesini etkileyebilir. Plastik kaplarda, SK'lerin yiizeylere adsorpsiyonu
nedeniyle analit kaybi1 yasanabilir. Bu nedenle, cam kaplarin tercih edilmesi 6nerilmektedir
(Djilali ve ark., 2022).

Sonu¢ olarak, sentetik kannabinoidlerin adli toksikolojik analizlerinde analit
stabilitesini etkileyen baslica faktorler; numune alma zamani, tasima siirecinde uygun
sicaklik saglanmasi, saklama kosullarinin uygunlugu ve kullanilan kap materyalidir. Bu
asamalarda yapilan hatalar, yanlis negatif sonug¢lara neden olabilecegi gibi, analitin tespiti

acisindan da analitik giivenilirligi riske atmaktadir (Fort ve ark., 2017).
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1.2.4. Adli Toksikolojide SK Tespiti I¢cin Kullanilan Tarama Yontemleri

SK’ler, kimyasal olarak siirekli degisen yapilar1 ve farmakolojik etkileri nedeniyle
adli toksikolojide tanimlanmasi en gii¢ yeni psikoaktif maddelerden biridir. Bu maddelerin
tanimlanmasinda kullanilan analiz teknikleri, ¢ogu zaman klasik uyusturucu tarama
yontemlerinin Otesine ge¢meyi gerektirir. Tarama (screening) islemleri, pozitif sonuglarin
daha ileri analizlerle dogrulanmasin1 amaglayan ilk adimdir (Namera ve ark., 2015).

Immiinolojik testler, hizli sonug vermeleri ve diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle adli
toksikolojide tarama testi olarak sikca kullanilmaktadir. Ancak bu testlerin ¢ogu, yalnizca
belirli metabolitlere veya sinirli sayida SK yapisina duyarlidir. Bu da testin yalanci negatif
sonu¢ verme riskini artirir. Ayrica, yapisal olarak benzer olmayan yeni tlirevlerin ¢cogu
mevcut kitler tarafindan taninmaz (Franz ve ark., 2016).

GC-MS, ucucu ve 1stya dayanikli bilesiklerin analizinde yiiksek c¢oziiniirlik ve
ayirma gliciine sahiptir. Ancak bircok SK tiirevi termal olarak kararsiz ve polar yapida
oldugu i¢in 6n tiirevlendirme (derivatizasyon) islemi gerektirir. Bu da yontemin uygulama
siiresini uzatir ve kompleks Orneklerde bazi SK’lerin kacirilmasina neden olabilir
(UNODC, 2020).

LC-MS/MS, SK analizinde en ¢ok tercih edilen tekniklerden biridir. Hem orijinal
bilesiklerin hem de faz I ve faz II metabolitlerinin yliksek duyarlilikla tespitini miimkiin
kilar. LC-MS/MS yontemleri, numune matrisine bagl olarak kan, idrar, tiikriik ve sag
orneklerinde uygulanabilir. Gelismis MRM gecisleri ve hedefe yonelik kiitiiphanelerle
SK’lerin genis bir paneli analiz edilebilmektedir (Franz ve ark., 2016).

Yeni nesil tarama yontemleri arasinda yiiksek coziinlirliklii kiitle spektrometrisi
(HR-MS), dogrudan analiz sistemleri (6rnegin DART-MS) ve veri-bagimsiz tarama (DIA)
gibi teknikler 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontemler, hedef dis1 analiz (non-targeted screening)
ozelligiyle bilinmeyen SK tlirevlerinin bile tespitine olanak tanimaktadir. Ancak bu

sistemlerin maliyeti yliksek ve veri analiz siirecleri karmasiktir (Namera ve ark., 2015).

1.2.5. Adli Toksikolojide SK Tespiti i¢cin Uygulanan Dogrulama Yontemleri

Ikili dogrulama, adli toksikoloji analizlerinde biiyiik dnem tasir. Bilimsel kuruluslar,
ilaglar veya toksinlerin tespiti ve tanimlanmas: siirecinde tek bir yontemle calismanin

yeterli olmayacagini, farkli kimyasal prensipler temelinde calisan ikinci bir teknikle
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dogrulama yapilmasmin gerektigini vurgulamaktadir (Scientific Working Group for
Forensic Toxicology SWGTOX, 2013). Tarama testleriyle saptanan maddelerin,
dogrulama yontemleri kullanilarak onaylanmasi biiyliik 6nem tasir. Bu nedenle, tarama
testleriyle elde edilen pozitif sonuglarin mutlaka ikinci bir dogrulama yontemi ile tekrar
degerlendirilmesi gerekmektedir (Lappas & Lappas, 2021). Giiniimiiz adli toksikoloji
laboratuvarlarinin ¢ogu, bu ilkeler dogrultusunda farkli kimyasal prensiplere dayanan
teknikler kullanmaktadir. Analiz sonuglarinin hukuki ve cezai sorumluluklarla iliskili
olmasi, yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonuglari minimuma indirme gerekliligini
dogurmakta ve bu da oldukea kritik bir konudur.

Analitik toksikolojide en yaygin kullanilan dogrulama yontemi olarak GC-MS kabul
edilmekle birlikte, son yillarda LC-MS/MS’te bu yontemler arasinda giderek popiiler hale
gelmistir. LC-MS'in, polar, ugucu olmayan, 1s1l agidan kararsiz ve yiiksek molekiiler
agirlikli  bilesikleri tespit etme konusunda GC/MS'e gore daha avantajli oldugu
bilinmektedir. LC-MS, tek bir numunede yiizlerce bilesigi diisiik saptama limitleriyle tespit
edebilme kapasitesine sahiptir ve bu yoniiyle bir¢ok yonteme kiyasla daha diisiik saptama
limitlerine ulagsmaktadir. Bu avantajlarin, LC-MS'in dogrulayic1 yontemler arasinda daha
fazla tercih edilmesini sagladig: diisiiniilmektedir. Ancak, LC-MS'in daha maliyetli olmasi

ve matris etkileri gibi baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir (D'Ovidio ve ark., 2023).

1.2.6. Adli Toksikolojide SK Analizlerinde Karsilasilan Zorluklar

Toksikolojik analizlerin dogru, giivenilir ve hizli bir sekilde yapilabilmesi bir¢cok
faktore baglidir. Analiz silireci; numune alma, hazirlik, ekstraksiyon, cihaz se¢imi ve
sonuglarin yorumlanmasi gibi asamalar igerir. Her bir asama, analiz edilen maddenin
tiiriine, matris yapisina (kan, idrar, tiikiiriik, doku vb.) ve maddenin konsantrasyon
diizeyine bagl olarak ¢esitli zorluklar icerebilir (Levine, 2020).

SK’ler gibi YPM'ler, adli toksikolojideki en biiyiik zorluklardan birini
olusturmaktadir. Bu maddeler, siirekli degisen kimyasal yapilar1 ve yiiksek potansiyelleri
nedeniyle hem tanimlama hem de analiz agisindan &nemli sorunlar dogurur. Ureticiler,
mevcut yasal bosluklar1 kullanarak molekiiler yapiyr kiicliik degisikliklerle modifiye
etmekte ve boylece yeni tiirevler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum, analiz i¢in gerekli olan
referans standartlarinin bulunmasini zorlagtirmakta ve laboratuvarlarin analiz yontemlerini

stirekli olarak giincellemesini gerektirmektedir (Ferrari Junior ve ark., 2022).
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Adli analizlerde kullanilan biyolojik numunelerin ¢esitliligi de ayr1 bir zorluk teskil
eder. Kan, idrar, sac, tiikiiriik ve i¢ organ dokular1 gibi numuneler; her biri farkli yapisal ve
biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugundan farkli numune hazirlama teknikleri gerektirir.
Ozellikle SK’lerin kan ve idrardaki konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok diisiiktiir. Bu da
ekstraksiyon ve 6n hazirlik asamasinda ytiksek duyarliliga sahip tekniklerin kullanilmasini
zorunlu kilar. KFE gibi yontemler, bu maddelerin kompleks biyolojik matrislerden izole
edilmesini saglasa da yontemin se¢imi ve validasyonu, ornegin igerigine gore degiskenlik
gosterir (Badawy ve ark., 2022).

Yiiksek analitik secicilik ve duyarlilik gerektiren sentetik kannabinoidlerin
analizlerinde, kullanilan cihaz teknolojisi belirleyici bir rol oynamaktadir. Ozellikle
immiinolojik analiz yOontemleri tabanli tarama testleri, yalnizca Onceden tanimlanmis
yapilart algilayabildigi i¢in yeni nesil sentetik bilesikleri saptamakta yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle, GC-MS ve LC-MS/MS gibi ileri analiz yontemleri tercih edilmektedir. Ancak
bu teknikler, ylksek donanim maliyeti, uzmanlik gereksinimi ve metod gelistirme
sirecinin zaman alicilig1 gibi sinirlamalar tasimaktadir. Her bir yeni analit i¢in uygun iyon
gecisleri, parcalanma profili ve alikonma siiresi (AS) gibi parametrelerin titizlikle optimize
edilmesi gereklidir (Ahmed ve ark., 2024). Bununla birlikte, YPM’lerin metabolizmasinin
biiyiik ol¢lide bilinmemesi de analiz siirecini zorlastirmaktadir. Pek ¢ok sentetik madde,
viicuda alindiktan sonra hizli bir sekilde metabolitlerine doniisiir ve orijinal bilesik nadiren
tespit edilebilir hale gelir. Bu durumda, metabolitlerin karakterizasyonu ve analitik
yonteme dahil edilmesi gerekir. Ancak metabolit profili bilinmeyen veya simurli bilgiye
sahip bir bilesik s6z konusu oldugunda, dogru teshis koymak ve farmakolojik etkinligi
yorumlamak neredeyse imkénsiz hale gelir. Bu durum, adli raporlarin giivenilirligini
dogrudan etkileyebilir (Diao & Huestis, 2019). Diger bir 6nemli zorluk ise analiz
sonuglarinin adli agidan yorumlanmasidir. Tespit edilen madde ya da metabolitin bireyin
davraniglar1 tizerindeki etkisi, dozaj, kullanim zaman1 ve bireyin farmakogenetik yapisi
gibi bir¢ok degiskene baglidir. Ornegin, kaninda MDMB-4en-PINACA tespit edilen bir
bireyin bu maddeyi 15 dakika once mi yoksa 5 saat once mi kullandigini belirlemek
zordur. Ayn1 sekilde, belirlenen konsantrasyon diizeyi her bireyde ayni toksik etkiyi
olusturmayabilir. Bu durum hem adli bilirkisiler hem de savcilar i¢in sonuglarin
yorumlanmasinda belirsizlik yaratmaktadir (Diao & Huestis, 2019).

Adli toksikolojide ayrica numunelerin kontaminasyonu, yanlis pozitif/negatif

sonuglar, matris etkisi (ME) ve kararlilik sorunlart gibi teknik problemler de analizlerin
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dogrulugunu etkileyebilir. Ornegin, idrar numunelerinin uzun siire uygun olmayan
sicaklikta saklanmast hem madde miktarinin azalmasina hem de analiz sonuglarinin
giivenilmez hale gelmesine neden olabilir. Bu nedenle hem numune aliminda hem de
analiz siirecinde kalite kontrol ve glivence sistemlerinin uygulanmasi kritik 6neme sahiptir
(GTFCh. 2009).

Sonug olarak, adli toksikoloji alaninda SK’lerin ve diger YPM’lerin analizinde
karsilagilan zorluklar ¢ok boyutludur. Kimyasal yapilarinin degiskenligi, metabolizma
bilgisinin eksikligi, biyolojik matrislerin karmasiklig1r ve analitik cihazlarin sinirlamalari,
bu maddelerin etkin sekilde analiz edilmesini ve dogru sekilde yorumlanmasini
giiclestirmektedir. Bu nedenle adli toksikoloji laboratuvarlarinin multidisipliner is birligi
icinde caligsmasi, analiz yontemlerini siirekli giincellemesi ve yeni teknolojilere yatirim

yapmast gerekmektedir (EMCDDA/EUDA, 2023).

1.3. KFE ve LC-MS/MS Yonteminin Onemi

Adli toksikoloji analizlerinde dogruluk ve giivenilirlik biiyiik Ol¢iide numune
hazirlama siirecinin etkinligine baglidir. Bu siirecte en yaygin ve etkili tekniklerden biri
olan KFE biyolojik numunelerdeki hedef analitlerin matris bilesenlerinden ayrilmasini ve
konsantre edilmesini saglar. KFE yontemi, sivi-sivi ekstraksiyona (SSE) kiyasla daha az
¢oziicli kullanimi, daha ytiksek segicilik ve otomasyona uygunluk gibi avantajlara sahiptir.
Ayrica, analit kaybini minimuma indirerek 6zellikle diisiik konsantrasyondaki bilesiklerin
tayininde kritik rol oynar (Mahdavijalal ve ark., 2024).

KFE yontemi, kan, idrar ve tiikiirik gibi biyolojik numunelerde yer alan proteinler,
lipitler ve tuzlar gibi interferanlar1 uzaklastirmak icin yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu
temizleme islemi, o6zellikle SK’ler gibi diisiik konsantrasyonlarda bulunan, lipofilik ve
termal olarak stabil olmayan bilesiklerin dogru sekilde analiz edilmesi agisindan hayati
oneme sahiptir. KFE kartuglari, genellikle ters faz (C18), iyon degistirici veya polimer
bazli yapilarla hazirlanmakta ve hedef maddeye 06zgli secicilik saglamaktadir. KFE
uygulamasinda, adsorpsiyon, yikama ve ellisyon gibi basamaklar dikkatle optimize
edilmelidir. Clinkii ekstraksiyon verimliligi bu parametrelere dogrudan baglidir (Javadi, G.
2022).

Analitik cihaz olarak LC-MS/MS, modern adli toksikolojinin temel taslarindan biri
haline gelmistir. LC-MS/MS, o6zellikle SK’ler gibi hedef analitlerin diisiik diizeyde,
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kompleks biyolojik numunelerde ve hizli sekilde tayininde en giivenilir yontemlerden
biridir. LC bileseni, analitlerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilmasini saglarken;
tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ise molekiiler iyonlar1 pargalayarak spesifik
parcalanma {iriinlerini ortaya koyar. Bu sayede hem kalitatif hem de kantitatif analiz
miimkiin olur (D'Ovidio ve ark., 2023).

LC-MS/MS’in en Onemli avantajlarindan biri, yiiksek secicilik ve duyarlilikla
birlikte ¢cok sayida bilesigi aym anda analiz edebilmesidir. Ozellikle ¢oklu reaksiyon
izleme (MRM - Multiple Reaction Monitoring) modu ile analit ve i¢ standart (IS) arasinda
izlenen iyon gecisleri sayesinde yanlis pozitif sonuglarin dniine gegilir. Ayrica, bu yontem,
genis bir dogrusal aralikta analiz yapabilme kapasitesi ile hem akut hem de kronik madde
kullaniminin degerlendirilmesinde kullanilabilir. KFE ile birlestirildiginde, numuneden
kaynakli matris etkileri biiyiik oranda azaltilir ve elde edilen veriler daha giivenilir hale
gelir (Souza & Queiroz, 2021).

KFE ve LC-MS/MS’in birlikte kullanimi, SK’lerin tespiti agisindan ¢ok Onemli
avantajlar sunmaktadir. KFE’nin uygulandigi 6n hazirlik siireciyle matrisin etkileri
azaltilirken, LC-MS/MS ise bu maddelerin kisa siirede yiiksek dogrulukla tespit edilmesini
saglar. Ozellikle MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA gibi bilesiklerin termal
bozunmaya karsi hassas olmalari nedeniyle gaz kromatografisine uygun olmamalari, bu
maddelerin analizinde LC-MS/MS yonteminin tercih edilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu
yontem ayni zamanda metabolit analizine de olanak taniyarak, sadece ana bilesigin degil,
biyotransformasyon {iriinlerinin de tespitini miimkiin kilabilir (Wang ve ark., 2022).

Giliniimiizde bu tekniklerin kullanimi, sadece adli toksikoloji ile sinirli kalmamakta,
ayni zamanda sporcu biyolojik pasaportlari, isyeri madde taramalar1 ve klinik toksikoloji
gibi alanlarda da yayginlagmaktadir. Bununla birlikte, LC-MS/MS sistemlerinin yiiksek
maliyeti, cihaz kalibrasyonu ve operatér egitimi gibi teknik gereksinimleri, her
laboratuvarin bu sistemi kullanabilmesini smirlayan faktorlerdendir. Ayrica, her yeni
madde i¢in O6zgiin analiz metodu ve validasyon siireci gereklidir; bu da zaman ve kaynak
gerektiren bir siiregtir (Vaiano ve ark., 2021).

Sonug olarak, KFE ve LC-MS/MS kombinasyonu, modern adli toksikolojide numune
hazirlama ve analiz acisindan en etkili yontemlerden biridir. SK’ler gibi hizla degisen,
diisiik konsantrasyonda bulunan ve yiiksek toksik potansiyele sahip bilesiklerin analizinde

bu yontemlerin 6nemi tartisilmazdir. Dogru numune hazirligi ve cihaz parametrelerinin
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titizlikle optimize edilmesi, hem yasal siire¢lerde delil degerinin artmasint hem de halk

sagliginin korunmasini saglar (EMCDDA/EUDA, 2023).

1.3.1. LC-MS/MS Yontemi

Kiitle spektrometrisi (MS), molekiilleri ayirt etmede oldukc¢a hassas ve segici bir
yontemdir. Ancak, bu teknik sadece kiitle/yiik (m/z) oranina gére maddeleri tespit eder ve
bircok maddenin ayn1 m/z degerine sahip olma olasilig1 nedeniyle, karigik matrislerdeki
analitlerin MS'e gonderilmeden once secici bir sekilde ayirt edilmesi gerekmektedir. Bu
sorunu agmak i¢in LC-MS ydntemi gelistirilmistir. LC-MS, iki secici teknigi birlestirir: ilk
asamada LC, analiz edilecek numunedeki maddeleri fizikokimyasal ozelliklerine gore
yiiksek bir secicilikle matristen ayirir. Ardindan, bu maddeler MS sistemine yonlendirilir.
Burada, molekiiller kuadrupol alanlarindaki elektrostatik kuvvetler tarafindan m/z
degerlerine gore ayrilir ve iyonlarin enerjisi dedektdr tarafindan elektriksel enerjiye
donistiirtilerek tespit edilir (Bhole, Jagtap, Chadar, & Zambare, 2020).

LC-MS cihazinda sadece bir analizor vardir ve LC kismindan gelen iyonlar
dogrudan olger. LC-MS/MS cihazinda ise iki analizér vardir. Bunlardan birincisi LC
kisminda ayrilan iyonlar1 belirler, ikincisi ise bu iyonlarin parcalanmasindan sonra olusan
fragmentleri hassas bir sekilde belirler. LC-MS cihaz1 genellikle tarayici (scan) mod veya
selektif iyon izleme (SIM) gibi modlarla ¢alisirken LC-MS/MS cihaz1 genellikle MRM
gibi ¢ok hassas ve secici modlarda calisir. Bu nedenle giiniimiizde LC-MS/MS yo6ntemi,
hizli analiz siiresi, yiiksek hassasiyet ve segicilik 6zellikleri nedeniyle siklikla tercih edilen
bir teknik haline gelmistir.

LC-MS/MS sisteminin ana bilesenleri:

1. HPLC/UPLC pompa sistemi,

. Analitik kolon,

. Iyon kaynagi,

. MS vakum sistemi,
. Lensler,

. Analizor,

. Dedektor,

o N N N B W

. Yazilim’dan olusmaktadir.
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LC cihaz1 dendiginde ilk akla gelen yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
cihazidir. HPLC bir karisim igindeki bilesenleri ayirmak i¢in sivi mobil faz kullanan bir
enstriimantal analiz yontemidir. Analitlerin ayrilmasi, metotta belirtilen uygun mobil faz
bilesimi ve basinciyla saglanir. Ultra performansh sivi kromatografi (UPLC) sistemi ise
sabit mobil faz akisini sistemde diizenli sekilde saglar. Numune, enjektor araciligiyla
sisteme dahil edildikten sonra, mobil faz i¢inde ¢Oziinlir. Ayrim islemi analitik kolon
icerisinde gercgeklesir. Bu kolonlar, maddelerin tiirline bagli olarak secilen farkli
polaritelere ve farkli boyutlara sahip mikropartikiillerle dolu metalik silindirik ¢ubuklardir.
Numuneler, fizikokimyasal 0Ozelliklerine bagli olarak kolonun dolgu maddeleriyle
etkilesime girer. Bu etkilesim ne kadar kuvvetliyse, madde kolonda o kadar uzun siire
tutulur. Daha az etkilesime sahip maddeler ise yiiksek basingli mobil fazin yardimiyla
kolondan daha hizli ¢ikar ve bdylece HPLC sistemleri maddeleri fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayirir. LC-MS/MS sistemlerinde, maddeler kolondaki durgun fazda
tutulma ozelliklerine gore kolondan farkli siirelerde ¢ikarak iyonizasyonun gerceklesecegi
iyon kaynagina yonlendirilir.

Maddelerin elektrostatik alanda hareket edebilmesi i¢in gaz fazinda ve yiikli
olmalar1 gerekir. LC’den ¢ikan ve ¢oziiclide ¢oziinmiis olan kat1 fazdaki maddeler, MS
sistemine ulasmadan 6nce buharlastirilir. Sonrasinda maddeler, iyon kaynagina gider ve
burada gaz fazina doniistiiriilen maddeler kimyasal yapilarina bagli olarak pozitif (+) ya da
negatif (-) yiiklii iyonlara doniisiir. Iyon kaynagi, analiz edilen numune bilesenlerinin
buharlasarak iyon formuna ge¢mesini saglar. En yaygin kullanilan iyon kaynaklar
arasinda elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonizasyon
(APCI) bulunmaktadir. APCI, diisiik polariteli ve sicakliga dayanikli maddelerin tespitinde
tercih edilir.

ESI, atmosferik basing altinda calisir. Kolondan farkli AS’lerine gore ¢ikan
maddeler, paslanmaz ¢elikten yapilmis kapiler bir igne araciligiyla ESI kaynagina girer
(Sekil 8). Bu igne ile etrafindaki elektrot arasinda 3-5 kV’lik bir yiliksek potansiyel farki
yaratilir. Bu fark sonucunda sivi haldeki madde, yiiksek voltajli igneden gegerken
yiiklenmis analitleri igeren sprey damlaciklart olusturur. Elektrotun iki yanindaki isiticilar
ve azot gazi, coziiciilerin buharlagsmasin1 saglar. Coziiciiler buharlastikca damlaciklar
kiiciiliir ve yiizey gerilimi yiikili tasiyamayacak noktaya, yani “rayleigh limiti’ne ulasir. Bu

noktada damlaciklar pargalanir ve “coulomb patlamasi” meydana gelir. Bu siireg,
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damlaciklar kiigiiliip tamamen buharlasarak sadece yiiklii analit kalana kadar devam eder

(Sekil 8).
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Sekil 8. ESI iyon kaynaginda iyonlarin olusturulmasi ve kapilere girisi (Banerjee &
Mazumdar, 2012).

Kapilerden ¢ikan iyonlar hala bir miktar ¢6ziicli tasir. Bu nedenle yiiksek sicaklik ve
azot gaziyla kalan c¢oziicii uzaklastirilir (desolvasyon) ve bazi 6zel yapilarla iyonlar
yonlendirilir. Notr parcaciklar ve fazla gazlar disar1 atilir. Sonrasinda iyon odaklama
sistemleri (lensler) ile yiiklii iyonlar hizalanarak diizgiin bir demet olusturmasi saglanir. Bu
odaklama sistemleri sayesinde iyonlar analizére zarar vermeden dogru sekilde analizore
iletilir. Analizdrde iyonlar kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore ayrilir.

Iyon kaynaginda ¢éziiciisiinden ayrilan analit iyonlar1 elektrostatik bir alan tarafindan
MS’e dogru ¢ekilir. Iyonlar kapilerden sonra iyonlari vakumlu MS bélgesine alan gecis
noktasindan girdikten sonra, radyo frekansi uygulanarak odaklanmanin saglandigi iyon
yolu boyunca ilerleyip Q1 bolgesine ulasirlar. Q1°de secilen ana iyonlar, fragmantasyon
amaciyla parcalanma hiicresi olan Q2’ye yonlendirilir. Q2’de belirli bir parcalanma
enerjisi ve azot veya argon gibi inert bir gaz kullanilarak iyonlar pargalanir ve bu

parcalanan iyonlar, yavru iyonlarin filtrelendigi Q3 bolgesine gonderilir (Sekil 9).
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Sekil 9. LC-MS/MS sisteminde kuadrupollerin dizilimi (Agilent Technologies, 2013).

Kuadrupoller, dort adet silindirik metal gubuktan meydana gelir ve bu cubuklar
karsiliklt olarak elektriksel baglanti halindedir. Bir ¢ift cubuga pozitif DC voltaj
uygulanirken, diger ¢ifte negatif DC voltaji verilir. Ayni anda tiim ¢ubuklara stirekli olarak
degisen radyo frekanslhi bir alternatif akim potansiyeli uygulanmaktadir. Kuadrupol
icerisine giren iyonlar ile bu metal c¢ubuklar arasinda olusan elektriksel etkilesim
sonucunda, iyonlar kendilerine en yakin olan zit yiiklii ¢ubuga dogru yonelir. Radro
frekans (RF) voltaji, cubuk ciftlerinin polaritesini degistirerek, karsilikli ¢ubuklarin ayni
polaritede kalmasini saglar. Boylece iyon her seferinde en yakinindaki zit yiiklii ¢ubuga
cekilir ve potansiyel fark nedeniyle iyonlar, kuadrupoller arasinda spiral bir hareketle
ilerler. Sadece belirli bir m/z oranina sahip iyonlar, RF/DC voltajinda kararli bir sekilde
ilerleyebilir.

Ayrnstirilan - molekiiller, iyonlarin enerjisini elektrik sinyallerine doniistiiren
dedektore dogru hareket ederler. LC-MS/MS sistemlerinde genellikle elektron gogaltici
dedektorler (elektromultiplier) kullanilir. Son olarak, dedektdrden gelen analog sinyallerin
dijital sinyallere ¢evrilmesiyle yazilim araciligiyla veriler elde edilir.

1.3.2. Adli Toksikolojide SK Analizi i¢cin Kullanilan Ekstraksiyon Yéntemleri

Adli toksikolojik analizlerde, sentetik kannabinoidlerin giivenilir ve tekrarlanabilir
sekilde tespiti, oncelikle uygun 6rnek hazirlama tekniklerinin uygulanmasina baglidir. Bu
maddeler biyolojik orneklerde genellikle diisiik konsantrasyonlarda bulundugundan, hedef

bilesiklerin karmasik matrislerden ayristirilmasint saglayacak etkili bir ekstraksiyon
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yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ekstraksiyon siireci yalnizca analitin izolasyonunu degil;
aynt zamanda matris etkisinin azaltilmasini, analit stabilitesinin korunmasini ve LC-
MS/MS gibi ileri analiz teknikleriyle uyumlu, temiz ve yogunlastirilmis ekstraktlarin elde
edilmesini de amaglar (Aldlgan & Torrance, 2016).

En sik kullanilan ekstraksiyon teknikleri arasinda SSE, KF, protein ¢oktiirme (PC) ve
dispersif sivi sivi mikro ekstraksiyon (DSSME) gibi yontemler yer alir. SSE, apolar
¢oOziiciiler (6rnegin kloroform, etilasetat) ile SK’lerin ayrilmasini saglar ancak organik
¢Oziicii kullanimi, ¢6ziicli buharlastirma adimi ve diisiik secicilik gibi sinirliliklar1 vardir.
KFE o6zellikle polimerik fazlara (6rnegin Oasis HLB) sahip kartuslarla uygulanarak yiliksek
geri kazanim ve diisiik matris etkisi saglar. KFE yontemleri, kan ve idrar gibi kompleks
matrislerde tercih edilen birincil hazirlama yontemlerindendir (Namera ve ark., 2015).

Diistik hacimli  orneklerle c¢alisilan durumlarda ise DSSME, yiiksek 06n
zenginlestirme faktorii ve hizli uygulama avantaji sunar. Bu yontem, ozellikle idrar
numunelerinde uygulanmakta olup, ¢evresel siirdiiriilebilirligi ile de dikkat ¢cekmektedir.
Ayrica bazi laboratuvarlarda uygulanan PC, basitligi nedeniyle tercih edilse de, analiz
Oncesi yeterli temizlik saglamadigi icin dogrulama analizlerinde genellikle tercih edilmez
(Giorgetti ve ark., 2020).

Sonug olarak, ekstraksiyon yontemi se¢imi; analizin amaci, hedeflenen SK tiiri,
biyolojik matriksin 6zellikleri ve kullanilacak cihaz altyapisi goz oniinde bulundurularak
yapilmalidir. Yiiksek duyarlilik, analit stabilitesi ve temiz ekstrakt gereksinimi goz dniinde
bulunduruldugunda KFE, adli toksikolojik uygulamalarda en ¢ok tercih edilen yontem
olmayi siirdiirmektedir.

1.3.2. KFE Yontemi

Onderistirme, analizi gii¢ olan diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin belirlenmesini
miimkiin kilmak amaciyla, bu bilesiklerin uygun bir ortama aktarilmasi ve bu yeni ortamda
daha giivenilir sekilde analiz edilmesini saglayan kritik bir siiregtir. Bu islem sayesinde,
eser miktardaki maddelerin konsantrasyonu artirilarak kullanilan analitik yontemin
duyarlilig ytikseltilir ve tespit sinirlar1 diisiiriiliir. Ayn1 zamanda, analitler analiz i¢in daha
uygun bir ortama tasinarak mevcut matrisin yaratabilecegi girisimlerin Oniine gegilir. Bu
sayede, daha temiz bir arka plan elde edilir ve sinyal/giiriiltii (S/N) oram iyilestirilir.
Ayrica, analitlerin bilinen ve standartlagtirilmis bir matrise aktarilmasi, kalibrasyon
egrisinin Ornege daha dogru bi¢gimde uygulanmasini saglayarak kantitatif analizlerde

dogrulugu artirir. Tlim bu nedenlerle 6nderistirme, 6zellikle eser diizeyde analiz gerektiren
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bilesiklerin yiiksek dogrulukla tayininde vazgeg¢ilmez bir 6n hazirlik basamagi olarak kabul
edilir.

KFE, hedef analitlerin karmasik matrislerden etkili bir sekilde cikarilmasi icin
kullanilan bir numune temizleme ve Onderistirme yontemidir (Biiyiiktiryaki, Kegili, &
Hussain, 2020). KFE analitik kimyada numune hazirlama siirecinde yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu yoOntem, analitlerin kompleks matrislerden ayrilmasit ve
konsantre edilmesi islemlerinde yiiksek etkinlik sunar. KFE'nin temel avantajlar1 arasinda,
SSE yontemine kiyasla daha az organik ¢oziicli kullanimi, islem siiresinin kisaligi ve
otomasyona uygunlugu yer almaktadir. Ayrica, KFE yodntemi, numune matrisinden
kaynaklanan girisimleri azaltarak analizlerin dogrulugunu artirir ve daha diisiik tespit
limitlerine ulasilmasin1 saglar. Bu o6zellikleri sayesinde, KFE c¢evresel analizlerden
biyolojik numunelerin incelenmesine kadar genis bir uygulama yelpazesinde tercih
edilmektedir (Buszewski & Szultka, 2012).

KFE yo6nteminin temel adimlari, kolonun sartlandirilmasi, numune yiikleme, yikama
ve eliisyon islemleridir. Bu asamalar, ekstraksiyonun kati fazda (kartus, fiber veya
karistirma cubugu gibi) gerceklestigi siirecleri icermektedir (Wu ve ark., 2021). KFE’nin
temel prensibi, analitlerin sulu fazdan kat1 fazin aktif yiizeylerine transferidir (Das ve ark.,
2012). KFE tekniklerinde, agir metal iyonlarinin ekstraksiyonunda adsorban se¢imi biiyiik
bir oneme sahiptir (Khan ve ark., 2020). KFE yontemiyle gerc¢eklestirilen ¢alismalar,
yiiksek adsorpsiyon kapasitesine, iyi yenilenebilirlige ve erisilebilir yiizey alanina sahip
yeni adsorbanlarin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Uygun bir adsorban se¢imi, analitik
yontemlerin performansint dogrudan etkilemektedir. Etkili bir adsorban, hedef metal
iyonlariyla etkilesimde bulunan uygun aktif gruplara sahip, kararli ve ¢ozlinmeyen
gozenekli bir yapiya sahip olmalidir (Giakisikli & Anthemidis, 2013).

KFE, analitik kimya ve toksikoloji alanlarinda, biyolojik numunelerden hedef
analitlerin etkin bir sekilde izole edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu
stire¢, genellikle dort ana adimdan olusur: sartlandirma, yiikleme, yikama ve geri alma.
Sartlandirma, analit iyonlarinin kati fazla etkilesimde bulunmadan once, uygun bir
cozeltiyle kat1 fazin hazirlanmasi islemidir. Yiikleme adiminda, analit igeren ¢ozeltinin kati
fazdan belirli bir hizla gegirilmesi saglanir. Yikama asamasinda, matris bilesenleri kati
fazdan temizlenir ve son olarak geri alma, analit iyonlarmin uygun bir ¢ozelti ile geri
kazanilmasini saglar (Khan ve ark., 2020). Sekil 10 KFE islemindeki basamaklarin sirast

sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 10. KFE islemindeki basamaklarin sirasi

1.4. Adli Toksikolojide Kan ve idrar Numuneleri

Adli bilimlerde canli vakalarda en yaygin kullanilan biyolojik numuneler kan ve
idrar matrisleridir. Bununla birlikte, oral s1vi, sag, yenidoganlar i¢in gdbek bagi, plasenta,
mekonyum ve tirnak gibi diger biyolojik numunelerin incelendigi calismalar da
bulunmaktadir. Postmortem adli toksikolojide alternatif matrisler, 6zellikle kan, idrar veya
sac gibi sik kullanilan matrislerin bulunmadigr (6rnegin, yanma olaylarinda) veya
kontamine oldugu (6rnegin, kanla kirlenmis sa¢) durumlarda daha fazla Onem
kazanmaktadir. Mide igerigi, kas dokusu, vitr6z sivi, karaciger, safra veya beyin dokusu
gibi farkli numuneler de analizlerde kullanilabilmektedir (Henkel K ve ark., 2020).

Idrar biyolojik numune olarak kolay alinmasi, yapisinin kan gibi karmasik olmamast,
maddenin metabolitlerinin uzun siire saptanmasina firsat veren genis bir saptanabilirlik
stiresine sahip olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle adli toksikolojide tercih edilen bir
biyolojik materyaldir. Idrar érneginin alinmasi asamasinin hilesel girisimlere agik olmasi
onemli bir kisithlik olusturmaktadir. Numune alimi yakin goézetim altinda kurallara
uyularak yapilmalidir. Numune alinmasi emniyet ve gozetim zincirine uyularak yapilsa
dahi, olgularda kisinin degisik yollarla aldigi farkli maddelerle idrar kimyasinda
degisiklikler olusturarak yapilan hilesel girisimlerin saptanmasina yeterli olmamaktadir
(Yilmaz, H. 2023).

Idrar numunelerinde birden fazla benzer madde kullanan bagimlilarda, kullanilan
maddelerin tiirlerini tespit etmek zor olabilmektedir. Bu gibi durumlarda, hedef madde ve
metabolitler i¢in yiiksek se¢imlilik sunan LC-MS/MS yontemi tercih edilir. Ancak, idrarin

en 6nemli avantaji, maddelerin viicuttan atilma yolu olmas1 nedeniyle, 6zellikle PM’lerin
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metabolitleri agisindan genis bir analit gesitliligine ve daha yiiksek analit konsantrasyonuna
sahip olmasidir (Yilmaz, H. 2023).

Kandaki toksikolojik analizlerin, idrar numunelerine kiyasla en biiyiik avantaji,
kisinin madde etkisi altinda olup olmadigini gosterebilmesidir. Madde konsantrasyonu ile
maruz kalma diizeyi arasinda bir dogrusal iliski bulundugundan, zehirlenme vakalarinda
siklikla tercih edilir. Bu sayede maddenin dozu ve yarilanma siiresi hakkinda yaklagik bilgi
elde edilebilir. Doz ile etki arasinda bir baglant1 oldugu i¢in, dozun belirlenmesi etkisinin
siddetinin de anlasilmasini saglar. Ancak, PM’ler hizli bir sekilde metabolitlerine doniisiip
viicuttan atildigindan, kandaki tespit siiresi olduk¢a kisadir. Bu nedenle kan analizlerinde,
stiphelenilen maddenin metabolitlerinden ziyade ana bilesigin incelenmesine odaklanilir.
Kan numunelerinin baz1 olumsuz yonleri de vardir. Bunlar arasinda kan aliminin girisimsel
bir islem olmasi ve bunun sonucunda enfeksiyon veya kanama gibi komplikasyonlarin
ortaya ¢ikma riski bulunmaktadir. Ayrica, kan almak 6zel bir egitim gerektirir ve sinirl

miktarda elde edilebilen bir biyolojik materyaldir (Campos ve ark,. 2021).

1.5. Analitik Kimyada Metot Validasyonu

Analitik yontemlerle yapilan dl¢iimler, cesitli dis etkenlerden etkilenebilmektedir. Bu
etkenler arasinda kullanilan cihaz, standart ¢ozeltiler ve kimyasal maddeler, laboratuvar
ortami ve analizi yliriiten analist yer almaktadir. Bu nedenle, ileride rutin analizlerde
kullanilabilecek gilivenilir bir yontemin olusturulabilmesi icin, s6z konusu faktorlerin
analiz sonuglart lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda,
gelistirilen analitik yontemin gecerliliginin saglanmasi, yani validasyonu zorunludur.
Validasyon calismalari, yeni bir analitik yontem gelistirildiginde ya da mevcut,
validasyonu yapilmig bir yontemde degisiklikler yapildiginda mutlaka gerceklestirilmelidir
(SWGTOX 2013). Bu degisiklikler, analitik sistemin yapisinda, laboratuvar kosullarinda
veya kullanilan cihaz ve sarf malzemelerinde olabilir. Validasyonu tamamlanmis bir
analitik yontemin uygulama prosediiriinde yapilacak herhangi bir farklilik, yeni bir
validasyon c¢aligsmasini gerektirir.

SWGTOX 2013 kilavuzuna gore, validasyon siireci asagida siralanan belirli
basamaklar ¢ergevesinde yiiriitiilmelidir.

e Secicilik / Spesifiklik

e Dogrusallik / Olgiim aralig
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e Tespit sinir1 (LOD)
e Tayin sinir1 (LOQ)
e Dogruluk

e Kesinlik

e Kararlilik

1.6. Literatiirdeki MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA Tayin Yontemleri

SK’lerin, Ozellikle adli toksikoloji alaninda giivenilir sekilde tayin edilmesi i¢in
cesitli kromatografik yontemler gelistirilerek valide edilmistir. Giincel SK’lerden olmalari
sebebiyle MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’nin belirlenmesine yonelik
literatiirde yer alan calismalar sinirhidir. Bununla birlikte rapor edilen yontemlerin
cogunlugu LC-MS/MS sistemleriyle yapilan oOlglimlere dayanmaktadir. Bu sistemler;
yiiksek analitik segicilik, duyarlilik ve genis dogrusal araliklari sayesinde SK analizlerinde
tercih edilmektedir.

Arianna Giorgetti ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, i¢lerinde
MDMB-4en-PINACA’nin da bulundugu 132 SK dahil olmak iizere toplam 182 YPM’nin
tam kan numunelerinde tespitine yonelik hizli ve hedefli bir LC-MS/MS yontemi
gelistirilmistir. Numune hazirhi@ asamasinda asetonitrille protein ¢oktiirme yontemi
uygulanmis; mobil faz olarak %0,1 formik asit iceren su ve asetonitril tercih edilmistir.
Kolon tipi ve AS belirtilmemekle birlikte, yontem kapsaminda SK’ler i¢in dogrusal aralik
0.25-10 ng/mL olarak elde edilmistir. Bu yontem, 6zellikle adli toksikoloji uygulamalari
i¢in yiiksek hassasiyet ve pratiklik sunmaktadir (Giorgetti ve ark., 2022).

Simon ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada, MDMB-4en-
PINACA’nin kan ve idrar numunelerdeki tayini i¢in tuzla desteklenen sivi-sivi
ekstraksiyon (SALLE) yontemi uygulanmis ve SFC-MS/MS ile analiz gergeklestirilmistir.
Analitik ayirma asamasinda Waters ACQUITY Torus DIOL kolon tercih edilmistir. Mobil
faz olarak karbon dioksit ile amonyum hidroksit ve formik asit/metanol karigimi
kullanilmis ve analizde MDMB-4en-PINACA i¢in AS yalnizca 1,03 dakika gibi oldukca
kisa bir siire olarak raporlanmigtir. Yontemin tespit limiti 0,09 ng/mL olarak belirlenmis,
dogrusal aralik ise 0,15-50,00 ng/mL arasinda elde edilmistir. Bu sonuglar, SALLE

teknigiyle hazirlanan numunelerin hizli, segici ve duyarli analizine olanak tanidigini



26

gostermektedir (Simon ve ark., 2023). Ancak SALLE teknigi manuel islem adimlar
gerektirdiginden, otomasyona uygun degildir ve bu durum, SFC-MS/MS analizlerinin hizl
ve yiiksek verimli olma avantajiyla g¢eliserek Onerilen yontemi On temizleme agisindan
dezavantajli kilmaktadir.

Du ve arkadaglari, ¢alismalarinda ADB-BUTINACA'nin sigan plazmasinda tayini
icin hizl1 ve hassas bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmistir. Numune hazirlamada SSE
uygulanmis, IS olarak midazolam kullanilmistir. Ayirma islemleri BEH CI18 kolonu ile
gergeklestirilmis, pozitif ESI modunda MRM gecisleri optimize edilmistir. Yontemin
dogrusal araligt 1-1000 ng/mL, LOQ degeri ise 1 ng/mL olarak saptanmistir. Analiz
kilavuzlarina uygun olarak yapilan validasyon caligmalari, yontemin yiiksek segicilik ve
dogruluk  sundugunu  gostermistir. Yontem, ADB-BUTINACA’nin intravendz
uygulanmasindan sonra sigan plazmasindaki farmakokinetik izlenmesi i¢in basariyla
uygulanmistir (Du ve ark. 2024).

Wang ve arkadaglar1 (2022) tarafindan yiiriitilen bir calismada, insan sag
numunelerinde MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA nin kantitatif analizi i¢in GC-
MS/MS teknigi kullanilmistir. Numune hazirlama siirecinde sa¢ numuneleri metanol ile
ekstrakte edilmis, ardindan tiirevleme islemi gerceklestirilmistir. Ayirma iglemleri Agilent
DB-5MS kolonu (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) kullanilarak saglanmig ve SIM modunda
analiz gerceklestirilmistir. MDMB-4en-PINACA ig¢in gozlenen AS 10,3 dakika olup,
yontemin tespit limiti 0,5 pg/mg, dogrusal aralig1 ise 1-500 pg/mg olarak belirlenmistir.
Caligmada gelistirilen yontem, adli toksikoloji uygulamalar1 agisindan sa¢ numunelerinde
giivenilir sonuglar sunabilecegini ortaya koymustur (Wang ve ark. 2022).

Kavanagh ve arkadaslar1 (2022) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, ADB-
BUTINACA'nin insan idrar1, kani, bobrek ve karaciger numunelerinde metabolitlerinin
tespiti amaciyla yiliksek c¢oziiniirliklii sivi  kromatografisi-zaman uguslu  kiitle
spektrometrisi (LC-TOF-MS) yontemi kullanilmistir. Calismada, ADB-BUTINACA'nin
mono- ve dihidroksilasyon, N-butil yan zincirinin hidroksilasyonu ve dehidrojenasyon gibi
cesitli metabolik doniisiimlerle olusan metabolitleri tanimlanmistir. Ozellikle dihidrodiol
metaboliti, diger metabolitlere kiyasla yaklasik on kat daha yiliksek kromatografik pik
alanina sahip olarak baskin metabolit olarak belirlenmistir. Numuneler analiz 6ncesi uygun
sekilde hazirlanmis; idrar numunelerinde asidik ekstraksiyon ve enzimatik dekonjugasyon
sonrast SSE, kan numunelerinde sodyum bikarbonat ilavesi sonrasi sirali ¢oziicli

ekstraksiyon, doku numunelerinde ise tripsin ile enzimatik parcalama ve ardindan
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coktiirme uygulanmigtir. Bu bulgular, ADB-BUTINACA'nin biyolojik numunelerdeki
tespiti ve metabolik profilinin anlasilmast agisindan Onemli katkilar saglamaktadir
(Kavanagh ve ark. 2022).

Gu ve arkadaslarn (2022), MDMB-4en-PINACA'nin insan idrar1 ve serum
numunelerindeki metabolik profillerini incelemek ve tarama stratejileri gelistirmek
amacityla bir calisma  gergeklestirmistir.  Calismada, MDMB-4en-PINACA'nin
metabolizmasinda 11 farkli metabolik siire¢ tanimlanmis olup, bunlar arasinda asetilasyon
gibi SK reseptor agonistleri i¢in yeni sayilabilecek bir metabolik siire¢ de bulunmaktadir.
Bu bulgu, MDMB-4en-PINACA'nin biyotransformasyonunun daha o6nce bilinmeyen
yonlerini ortaya koymaktadir. Analitik yontem olarak LC-MS/MS kullanilmigtir. Numune
hazirlama siirecinde, idrar ve serum numuneleri enzimatik hidroliz islemine tabi tutulmus
ve ardindan SSE uygulanmistir. Kromatografik ayirma, Waters ACQUITY UPLC HSS T3
kolonu kullanilarak gergeklestirilmis ve mobil faz olarak %0,1 formik asit igeren su ve
asetonitril karisimi tercih edilmistir. Analiz, pozitif elektrospray iyonizasyon modunda ve
MRM gegisleri optimize edilerek yapilmistir (Gu ve ark. 2022).

Bu tez kapsaminda gelistirilen yontemde ise kan ve idrar numuneleri, KFE yontemi
ile 6n temizleme iglemine tabi tutulmus ve LC-MS/MS sisteminde analiz edilmistir.
Yontem pozitif ESI modunda ¢alistirilmis, mobil faz olarak amonyum asetat, formik asit
ve metanol iceren sistem kullanilmistir. Raptor Biphenyl (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolonu
ile yapilan analizlerde, MDMB-4en-PINACA icin AS 7,8 dakika, ADB-BUTINACA igin
ise 5,8 dakika olarak belirlenmistir. Tespit limitleri kan i¢in sirasiyla 0,60 ng/mL (MDMB-
4en-PINACA) ve 0,63 ng/mL (ADB-BUTINACA); idrar i¢in ise 1,29 ng/mL ve 1,33
ng/mL olarak bulunmustur. Dogrusal aralik her iki analit icin de 1-50 ng/mL olarak
belirlenmistir.

Literatiirde raporlanan ekstraksiyon yontemlerinin karsilastirilmasi, analitik
performans agisindan farkli avantaj ve siirlamalarin bulundugunu ortaya koymaktadir.
Protein ¢oktlirme gibi basit 6n hazirlik teknikleri hizli ve pratik olsalar da matris kaynakl
iyonizasyon etkilerine acik olmalar1 nedeniyle o6l¢lim sonuglarmin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi iizerinde olumsuz etkileri olabilir. Buna karsilik, KFE gibi daha gelismis
yontemler, kompleks biyolojik matrislerden daha secici ve temiz ekstraksiyon saglayarak
analiz dogrulugunu artirmaktadir. Bu baglamda, calismada onerilen KFE’ye dayanan
yontem yiiksek GK orani ve tekrarlanabilirlik diizeyleri ile adli toksikoloji uygulamalar

icin daha giivenilir ve tercih edilebilir bir alternatif sunmaktadir.
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1.7. Arastirmanin Amaci ve Onemi

SK’ler, psikoaktif etkileri nedeniyle hizla yayilan ve adli toksikoloji alaninda tanisal
zorluklara yol agan yeni psikoaktif maddelerdir. Bu tezde analiz edilen MDMB-4en-
PINACA ve ADB-BUTINACA, son yillarda hem uluslararas1 hem de ulusal vakalarda en
sik karsilagilan iki SK bilesigidir. Her iki madde de CBI1 reseptorlerine yiiksek afiniteyle
baglanan gii¢lii agonistlerdir ve bu nedenle ciddi diizeyde merkezi sinir sistemi etkileri
dogururlar (WHO, 2020; Kronstrand ve ark., 2021).

Literatiirde, MDMB-4en-PINACA’nin yapisinda yer alan ester grubunun hizli
sekilde hidrolize ugrayarak aktif metabolitlere doniistiigii bildirilmistir. Bu durum, yalnizca
ana bilesigin degil, metabolitlerin de analiz kapsaminda degerlendirilmesini gerekli
kilmaktadir (WHO, 2020). ADB-BUTINACA ise lipofilik yapisi sayesinde biyolojik
numunelerde daha uzun siire kalabilmesine ragmen, klasik immiinolojik yontemlerle tespiti
oldukca giictiir. Bu nedenle, her iki maddenin gilivenilir bir sekilde tespitinde yiiksek
secicilik ve duyarlilik sunan yontemlere ihtiya¢ vardir (Kronstrand et al., 2021).

SK’lerin analizi yalnizca bireysel kullanicilarin tespiti acisindan degil; trafik
kazalari, ani Oliimler, cezaevi kontrolleri ve sug¢ baglantili olaylarin aydinlatilmast
acisindan da kritik oneme sahiptir. Bu maddeler hizli etkili ve kisa yar1 Omiirli
olduklarindan, uygulanan analiz yonteminin hem hizli hem de son derece hassas olmasi
zorunludur. Diistik doz maruziyetin dahi Oliimciil olabilmesi, adli toksikoloji
laboratuvarlarinda kullanilan yontemlerin tanisal dogruluk agisindan en iist seviyede
olmasini gerektirmektedir (Kronstrand ve ark., 2021).

Bu tez calismasinin temel amaci, yeni nesil SK’lerden MDMB-4en-PINACA ve
ADB-BUTINACA’nin insan kan ve idrar numunelerinde, KFE temelli ve yiiksek
performansl bir LC-MS/MS yontemi ile giivenilir, hassas ve tekrarlanabilir sekilde tespit
edilmesini saglayan bir analiz yonteminin gelistirilmesidir. Gelistirilen yontem, SWGTOX
2013 yonergelerine uygun sekilde valide edilmistir.

Mevcut literatiirde yer alan birgok yontem ya yalnizca metabolit tespitine
odaklanmakta ya da yiiksek maliyet ve siurli cihaz erisimi nedeniyle pratik kullanima
uygun degildir. Bu calisma, diisiik LOD/LOQ, yiiksek geri kazanim (%GK) ve diisiik
matris etkisi (%ME) degerleriyle one c¢ikarak o6zellikle diisik doz kullanimina bagl

vakalarda tanisal dogrulugu artirmay1 hedeflemektedir.
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Gelistirilen yontem, adli vakalardan elde edilen gercek numuneler lizerinde basariyla
test edilmis ve pratik saha uygulamalar1 i¢in uygunlugu gosterilmistir. Bu yoniiyle, acil
servisler ve adli toksikoloji laboratuvarlarinda hizli tan1 ve etkili miidahale siireglerinin
olusturulmasina katki saglamasi amaglanmaktadir. Ayrica bu tez calismasi, literatiirde
eksikligi hissedilen MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’nin kan ve idrarda hizls,
Ozgil ve giivenilir sekilde analizine yonelik bir acig1r kapatmayr hedeflemektedir. Yerel
vaka analizlerinden elde edilen sonuglarin hem ulusal halk sagligi politikalarina yon
vermesi hem de uluslararasi veri tabanlarina katki sunmasi bakimindan stratejik énemi
vardir.

Bu c¢aligsmada, rutin olarak analiz edilen kan ve idrar numunelerinde yalnizca kalitatif
analizle yetinilmemis, ayni zamanda kantitatif analiz de gerceklestirilmistir. Kalitatif
analiz, hedef bilesiklerin varligin1 ortaya koyarken; kantitatif analiz, bu bilesiklerin
numunedeki gercek konsantrasyonlarmi belirlemeye olanak tamimaktadir. Ozellikle adli
toksikoloji uygulamalarinda, yalnizca maddenin tespiti degil, ayn1 zamanda ne diizeyde
bulundugu da olayin yorumlanmasinda kritik 6neme sahiptir. Ciinkii bir maddenin toksik,
terapotik ya da Sliimciil diizeyde olup olmadig1 ancak kantitatif verilerle ortaya konabilir.
Bu nedenle, calismada kantitatif analizlerin de yer almasi, elde edilen bulgularin hem
bilimsel gegerliligini artirmakta hem de adli siireclerde daha saglikli degerlendirme
yapilmasina katki sunmaktadir.

Gelistirilen bu yontem, ilerleyen donemlerde daha genis bir analit yelpazesi ile
entegre edilerek ¢ok bilesenli tarama panellerine doniistiiriilebilir. Bu durum, PM'lerle
miicadele kapsaminda bilimsel tabanli bir ulusal altyapinin olusturulmasina katki
saglayabilir. Bu yoOniiyle tez, yalnizca laboratuvar diizeyinde degil, ayn1 zamanda adli

stirecler ve halk saglig1 i¢in de 6nemli bir referans noktasi olmay1 hedeflemektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamilan Arag¢ ve Gerecler

LC-MSMS Sistemi: Shimadzu LC-MS/MS-8050
Analitik Kolon: Raptor Biphenyl (2,1 x 100 mm, 2,7 um)
Cihaz Yazilimi: Lab Solutions

Azot Jeneratorii: Peak-Scientific

Vorteks: Biosan MSW-3500

Hassas Terazi: Shinko Denshi Vibra

Otomatik Mikro Pipetler: Eppendorf

Santrifiij: NF 1200R

Ultrasonik Banyo: Bandelin Sonorex

Buzdolabi: KW Apparechci

Dondurucu sistem: Liebherr ZLN 180

KFE Cihaz Manifoldu: Biotage Pressure’ 48
KFE Kartusu: OASIS HLB

Deney Tiipleri: Plastik ve cam tiipler

Vialler: Lab Maker 1,5 mL

2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler

Ultra Saf Su: Merck

Asetonitril: Merck

Metanol: Merck

Formik Asit: Sigma Aldrich

Etil Asetat: Merck

Amonyum Asetat: Merck
MDMB-4en-PINACA standarti: Cayman
ADB-BUTINACA standarti: Cayman
Diazepam-dS5 (IS): Chiron AS
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2.3. IS Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Analitik yontemin dogruluk ve tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla Diazepam-d5
IS olarak kullanilmstir. IS ¢ozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmistir:

Stok IS Cozeltisi (10 pg/mL): 250 pg Diazepam-d5, 25 mL metanol igerisinde
¢oziilerek hazirlanmistir.

Ara Stok IS Cozeltisi (500 ng/mL): 10 pg/mL stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak metanol

ile 20 mL’ye tamamlanmis ve bu sekilde ara stok ¢ozelti elde edilmistir.

2.4. Analit Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Analizi yapilacak hedef bilesikler olan MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA
maddelere ait dnce stok ve ara stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bunun i¢in asagida agiklanan
islemler gerceklestirilmigtir.

e Ana Stok Cozeltisi (100 pg/mL): Her bir bilesikten 1 mg tartilmis ve metanol ile

10 mL hacme tamamlanarak hazirlanmistir.

e Ara Stok Cozeltisi (1 pg/mL): Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak metanol ile 100

mL’ye seyreltilmistir.

e | ng/mL ¢ozeltisi: 100 ng/mL ¢ozeltiden 0,1 mL alinip metanol ile 10 mL’ye

tamamlanmistir.

Tim cozeltiler analizden hemen 6nce taze olarak hazirlanmis ve +4 °C ile -20 °C

arasinda uygun sicakliklarda saklanmigtir.

2.5. Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bos numunelere 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 25 ng/mL, 35 ng/mL ve 50
ng/mL olacak sekilde eklenerek elde edilen numunelere KFE 3 yontemi uygulandi. Elde

edilen ekstraktlar kalibrasyon ¢ozeltileri olarak kullanildi.
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2.6. Analit Eklenmis Kan ve Idrar Numunelerin Hazirlanmasi

Analitik yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla ekleme-geri kazanim ¢alismalar1
yapilmistir. Bu ¢alismalar i¢in, gelistirilen yontemle analiz edilmek iizere kan ve idrar
numunelerine belirli miktarlarda analit eklenmistir. Bunun igin, analitlerin stok
¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinarak, analit icermedigi bilinen (bos) kan ve idrar
numunelerine eklenmistir. Eklenen analitlerin konsantrasyonlar1 sirasiyla 1, 5, 10, 20, 25,
35 ve 50 ng/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Bu sekilde, analiz yapilacak numuneler

hazirlanmistir.

2.7. KFE Isleminde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

KFE islemlerinde, analitlerin etkili sekilde izole edilmesini saglamak amaciyla farkli
ozellikte ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir:

e %5 (h/h) metanol ¢ozeltisi

e %2 Asetik asit iceren metanol ¢ozeltisi

e %2 Amonyak iceren metanol ¢ozeltisi

Hazirlanan ¢ozeltiler, kromatografik safliktaki ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanmis ve

analiz siireci boyunca oda sicakliginda saklanmistir.

2.8. Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

Kromatografik ayirmada kullanilan mobil fazlar1 hazirlamak icin 6nce 1 M
amonyum asetat ¢ozeltisi, ondan da mobil faz A ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlanmistir.
Mobil faz B ise sadece metanoldiir.

e | M amonyum asetat ¢ozeltisi: 7,71 gram amonyum asetat, saf su icerisinde

coziilerek 100 mL’ye tamamlanmistir.

e Mobil Faz A: 5 mL 1 M amonyum asetat ¢ozeltisi, 2,5 mL formik asit ve 125 mL

metanol ile karistirilarak son hacim saf suyla 2500 mL’ye tamamlanmistir.

e Mobil Faz B: Yiiksek saflik derecesine sahip metanol kullanilmigtir (HPLC

grade).
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Tiim mobil faz ¢ozeltileri analiz dncesinde ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilmis,

boylece i¢erdikleri hava kabarciklari giderilmis ve homojen karisim elde edilmistir.

2.9. Kan ve idrar Numunelerinin Temini

Calismada kullanilan kan ve idrar numuneleri hedef maddeleri kullanmadig1 bilinen
20 farkli goniilliden alinmistir ve analizlerde kullanilmadiklar1 zamanlarda +4°C’de
muhafaza altinda tutulmustur. Ger¢ek numunelerin analizi ¢alismalar i¢in kullanilan kan

ve idrar 6rnekleri ise Trabzon Adli Tip Kurumu’ndan 20 adet olarak temin edilmistir.

2.10. Kan ve idrar Matrislerinde Analiz Oncesi Hazirlik ve Ayirma Teknikleri

Bu calismada, LC-MS/MS analizinden oOncesinde kan ve idrar numunelerinden
MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA'nin numune matrisinden izole edilip
numunelerin temizlenmesinin saglanmasi i¢in dnce basit ve hizli olmasi sebebiyle DSSE
test edilmistir. Bu amacgla, biyolojik numunelerin hazirlanmasinda sirasiyla
deproteinizasyon, sivi-sivi mikroekstraksiyon ve analiz Oncesi yeniden ¢6zme adimlari
uygulanmustir. Ik olarak, 500 puL kan &rnegi, esit hacimde metanol ile karistirilarak
proteinlerden arindirilmis ve bu karigim 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen 500 pL’lik siipernatan, 1 mL saf su, 0,2 g NaCl ve 100 pL doymus karbonat
tamponu iceren 15 mL’lik santrifiij tiipine aktarilmistir. Ekstraksiyon islemi igin,
ekstrakt/dispersif ¢oziicii sistemi olarak 100 pL kloroform ve 250 pL metanol hizla
eklenmis; ¢ozelti bulutlu bir emiilsiyon halini almistir. Bu karigim, bir dakika boyunca
yavasca c¢alkalanmis ve ardindan 4.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek organik faz
ayrilmistir. Elde edilen organik faz, uygun bir vial igine alinarak kuruluga kadar
buharlastirilmis ve ardindan mobil faz A ile yeniden ¢oziilerek LC-MS/MS sistemi ile
analize tabi tutulmustur. DSSE isleminin numunelerin 6n temizlenmesinde etkinliginin
diisiik olmas1 sebebiyle daha farkli avantajlara sahip olan KFE ydntemi denenmistir. On
temizleme islemini etkin bir sekilde saglayacak kati fazi belirlemek amaciyla ii¢ farklh
marka KFE kartusu denenmistir. KFE yontemi uygulanirken Positive Pressure Manifold

cihazi kullanilmustir.
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2.11. Yontem Optimizasyonu

MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’nin LC-MS/MS analizinden once
numunelerden ekstraksiyonu i¢in ii¢ farkli KFE kolonu test edilmistir. KFE geri kazanimi
(KFE-GK) ve ME degerlendirmeleri, kalibrasyon aralig1 i¢inde yer alan en diisiik (1,0
ng/mL) ve en yiiksek (50,0 ng/mL) konsantrasyon diizeylerinde gerceklestirilmistir. Bu
parametreleri degerlendirmek amaciyla ii¢ farkli tipte numune hazirlanmis ve bu
numuneler LC-MS/MS’de analiz edilmistir. Bu numuneler asagida agiklanmastir.

A: KFE isleminden 6nce analit eklenmis bos numuneler (numune analitle birlikte
ekstraksiyon basamagindan ge¢mis)

B: KFE isleminden sonra ekstrakta analit eklenmis bos numuneler (analit
ekstraksiyon basamagindan gecmemis)

C: Aym konsantrasyonda ve ayni hacimde, yalnizca eliisyon ¢ozeltisi igerisinde
hazirlanmis standart ¢ozeltiler (matrissiz ¢ozeltide analit).

% KFE-GK degeri, A ve B numunelerinin pik alan oranlar1 (analit/IS)
karsilastirilarak Esitlik (1)’deki formiille hesaplanmustir.

% KFE — GK = (5) 100 (1)

% ME degeri, B ve C numunelerinin pik alanlar1 karsilagtirilarak Esitlik (2)’ye gore

hesaplanmuistir.
% ME = (%) + 100 )

ME degeri %100’lin tlizerinde oldugunda iyon artis1 (ion enhancement), %100’iin
altinda oldugunda ise iyon baskilanmasi (ion suppression) séz konusu oldugu kabul
edilmistir.

Bu calismada KFE kartuslar1 olarak ti¢ farkli iirlin test edilmistir. Bunlar SpeXtract,
C8, InertStep HLB ve OASIS, HLB kartuslaridir. SpeXtract, C8 kartusu ile yapilan
ekstraksiyon islemi KFE 1, InertStep HLB kartusu ile yapilan ekstraksiyon islemi KFE 2
ve OASIS, HLB kartusu ile yapilan ekstraksiyon islemi ise KFE 3 olarak ifade edilmistir.
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En yiliksek GK degerleri KFE 3 kartusunda gozlendigi icin, sonraki tiim analizler bu

kartusun optimize edilmis kosullar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.12. On Temizlemede Uygulanan KFE Yontemi

Kolonun sartlandirilmasi: Analiz 6ncesinde KFE kolonlarin aktivasyonu ve uygun
hale getirilmesi amaciyla kolon sartlandirilmistir. Bunun igin sirasiyla asagidaki adimlar
uygulanmstir:

e Kolonlardan 1 mL metanol gegirilerek ilk 1slatma ve ¢oziiciiyle kosullandirma

saglanmstir.

e Ardindan, kolondan 1 mL saf su gegirilerek metanol uzaklastirilmig ve kolon
analize uygun hale getirilmistir.

 Tiim bu islemler Positive Pressure Manifold sisteminde gerceklestirilmistir. Islem
sirasinda akis hizi, kolon yapisina zarar vermeyecek sekilde diisiik basingta (1-5
psi) kontrol edilmistir.

Ornegin hazirlanmasi ve kolona uygulanmasi: Analiz edilecek olan numuneler

asagidaki on islemlere tabi tutulmustur:

e 1 mL biyolojik numune (kan veya idrar) iizerine 2 mL saf su eklenmis ve bu
karigtm 2000 rpm devirde 5 dakika siireyle vortekslenerek homojen hale
getirilmistir.

o Homojenize edilen karisim, 4000 rpm hizinda 10 dakika santrifiijlenmistir.

o Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan, kartuslara 4 saniyede bir damla akacak
sekilde yavasga gecirilmistir. Bu akis hizi, analitin kolon i¢indeki sabit faza
maksimum tutunmasini saglamak amaciyla tercih edilmistir.

Yikama Asamasi: Numunelerin kartuslara yliklenmesinden sonra, matris

bilesenlerinden arindirilmas: amaciyla yikama islemi uygulanmaistir:

e Kolona 1 mL %S5 (h/h) metanol eklenmis ve 4 saniyede bir damla akis hiziyla
gecirilmistir.

e Yikama sonrasi, kolondaki fazla ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi amaciyla 15 dakika
stireyle kurutma iglemi uygulanmustir.

e Kurutma islemi tamamlandiktan sonra eliisyon asamasina gecilmeden oOnce,

eluatin toplanacagi Eppendorf tiipler KFE cihazinin altina yerlestirilmistir.
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Eliisyon Islemi: Analitlerin kolonlardan etkin bigimde eliie edilmesi i¢in ardisik
olarak ii¢ farkl ¢oziicii uygulanmistir:

e 0,5 mL %100 metanol, belirlenen akis hiziyla (4 saniyede 1 damla) kartuslardan

gecirilmis ve ardindan kartuslar 5 dakika siireyle kurutulmustur.

e 0,5 mL %2 (h/h) amonyakli metanol, ayn1 yontemle kartuslardan gegirilmis ve

yine 5 dakika kurutulmustur.

e 0,5 mL %2 (h/h) asetik asitli metanol ile son eliisyon gerceklestirilmistir. Elde

edilen eluat, tek bir tiipte birlestirilmistir.

Elde edilen eliisyon c¢ozeltisi, 2000 rpm’de 5 dakika siireyle vortekslenerek
homojenize edilmistir. Ardindan, numuneler 18 °C’de 1 saat bekletilmis ve numune
kararliligr saglanmistir. Bekletme sonrasi, -9 °C’ye ayarlanmis santrifiij cihazinda, 14000
rpm devirde 10 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem sonucunda olusan siipernatan faz
dikkatlice alinarak, LC-MS/MS cihazina enjeksiyon i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

Kullanilan KFE isleminin basamaklar1 ayrintili olarak Sekil 11°de verilmistir.

. -9 derecede 10 dk
. . 5 dk Vorteks |:: >
KOLON SARTLANDIRMA 14000rpm'de Santrifiij
1 mL Metanol {}
0,5 mL %2'lik
Asithi Metanol +
1 15 dk Kuruima
2 mL 1 mL
safsu = <Z gafsu ﬁ
0.5 mL %2'lik {}
‘I B Amonyakli Metanol
1 mL
Diazepam-d5 :> <:: Kan/idrar
Numunesi @
Analit istenmeyen
Bilesikler
H [ ]
5 dk 10 dk lmL%S'lik | |05 mL %100Tik
Vorteks [2] 4000 rpm'de [ Metanol + 15 ak = Metanol + 5 ak
Santrifiij Kurutma Kurutma

YIKAMA ISLEMi  ELUSYON ISLEMI

Sekil 11. KFE isleminin basamaklarinin ayrintili gosterimi

2.13. Kontrol Numuneleri

Metot dogrulamasi ve analitik girisimlerin takip edilebilmesi amaciyla bos kan ve

idrar numuneleri yukarida agiklanan KFE prosediirlerinin tamamina, ayni kosullar altinda
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tabi tutulmustur. Boylece, sistemsel veya kimyasal kontaminasyonlarin belirlenmesi ve
yontemin spesifikliginin teyit edilmesi saglanmistir. Bos kan ve idrar numuneleri, KFE
islemi sonras1 LC-MS/MS analizine tabi tutulmus ve elde edilen kromatogramlar,
analitlerin hedef MRM gegisleri acisindan degerlendirilmistir. Bu Ol¢limler sirasinda
analitlere ait herhangi bir sinyal gézlenmemesi, yontemsel kontaminasyonun ve analitik

girisimin bulunmadigini gostermistir.

2.14. LC-MS/MS Calisma Sartlan

2.14.1. LC isleminin Calisma Sartlar

Akis hizi : 0,6 mL/dk

Basing iist limiti : 600 bar

Enjeksiyon hacmi ~ : 10 uL

Analiz siiresi : 16 dk

Kolon firmi sicakligr : 40 °C

Mobil faz A : 2 mM amonyum asetat, %0,1 formik asit, %5 metanol (suda)
Mobil Faz B : %100 metanol

2.14.2. MS Sisteminin Calisma Sartlan

Gaz : Azot
Iyon kaynagi : AJS ESI
Kurutucu gaz sicaklign ~ :300 °C
Kurutucu gaz akisi : 10 L/dk
Nebulizator basinci : 15 psi
Kapiler voltaj1 : 3000 V
Iyon sprey voltaji 1500 V
Sheath gaz sicakligi :250°C
Sheath gaz akis1 : 7 L/dk
MS 1 sicakligi : 100 °C

MS 2 sicakligi : 100 °C
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Tarama modu : Dinamik MRM

2.15. Validasyon Calismalari

Gelistirilen LC-MS/MS yontemlerinin, SWGTOX 2013 kilavuzuna uygun sekilde
validasyonlar1 yapilmistir. Yontem validasyonu; segicilik, dogrusallik, duyarlilik, LOD ve
LOQ degerleri, dogruluk (GK degerleri), kesinlik, kararlilik, ME ve tastyic1 etki gibi

parametreleri kapsamaktadir.

2.15.1. Secicilik

Yontemin seciciligini degerlendirmek amaciyla, oncelikle analit icermeyen bos kan
ve idrar Ornekleri temin edilmistir. Bu kontrol numuneleri, 6rnek hazirlama protokolii
dogrultusunda hazirlanarak analiz sistemine enjekte edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, hedef bilesiklerin AS’nde herhangi bir sinyal gdzlenmemistir. Bu durum,
yontemle calisilan biyolojik matrislerde dogal olarak bulunan bilesenlerin hedef analitlerle
cakismadigini ve yontemin biyolojik matris kaynakli girisimlere kars1 dayanikli oldugunu

ortaya koymustur.

2.15.2. Dogrusallik

Bu amacla her iki analit bos idrar ve kan numunelerine son konsantrasyonlar 1
ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 25 ng/mL, 35 ng/mL ve 50 ng/mL olacak sekilde
eklenerek elde edilen numunelere KFE 3 yontemi uygulandi. Toplanan ekstraktlarin LC-
MS/MS cihazinda optimize edilen sartlar altinda kromatogramlari alindi. Analit
konsantrasyonuna kars1 analitlerin pik alanlarinin i¢ standardin pik alanina oranlarinin
grafigi (sinyal oranlar) ¢izildi ve bir dogru elde edildi. Elde edilen grafiklerden dogrusal
araligin her iki analit i¢in de 1-50 ng/mL arasinda oldugu belirlenmistir. MDMB-4en-
PINACA i¢in 12 = 0,996, ADB-BUTINACA i¢in 1* = 0,998 olarak saptanmustir.
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2.15.3. Duyarhhk

Sistemin duyarliligin1 géstermek i¢in analit eklenmis bos kan ve idrar 6rneklerinin
optimize edilen sartlarda LC-MS/MS cihaz1 ile kromatogramlar1 alindi. Cihazin yazilimi
ile S/N degerleri belirlendi. S/N degerlerinden LOD ve LOQ degerleri Boliim 2.15.4’teki
Esitlik (3) ve Esitlik (4)’e gore hesaplandi. Sistemin duyarliligi bu sekilde hesaplanan LOD
ve LOQ degerleri olarak ifade edilebilir. Metodun duyarliligi i¢in ise Bolim 2.15.4’teki
Esitlik (5) ve Esitlik (6)’ya gore LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.

2.15.4. LOD ve LOQ Degerleri

LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesinde c¢esitli yaklasimlar kullanilmakla birlikte,
bu tez calismasinda sistemin duyarliligini belirlemek i¢cin S/N orani esas alinarak LOD ve
LOQ degerleri Boliim 2.15.3’te anlatildigi gibi hesaplanmistir. Bu yontemde, numunede
Olciilen analit sinyalinin, temel giiriiltii seviyesine orani1 3 oldugunda, bu konsantrasyon
LOD olarak kabul edilmistir. Diger bir ifadeyle, analitin olusturdugu sinyalin arka plan
giiriiltisiine kiyasla 3 kat daha yiliksek oldugu durum, LOD’yi ifade etmektedir. Benzer
sekilde, sinyalin giiriiltiiye oran1 10 oldugunda, bu diizey LOQ olarak degerlendirilmistir;
yani analit sinyalinin giiriiltiiden en az 10 kat daha gii¢lii oldugu konsantrasyon diizeyi,
giivenilir miktar tayini i¢in uygun kabul edilmistir. Bu degerlere iliskin hesaplamalar,
literatiirde yer alan ilgili formiiller dogrultusunda gerceklestirilmistir (SWGTOX 2013).
LOD ve LOQ’nun hesaplanmasi formiil olarak sirasiyla Esitlik (3) ve Esitlik (4)’te

verilmistir.
LOD =3 x (S/N) ©)
LOQ = 10x (S/N) (4)
Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ degerleri ise Esitlik (5) ve Esitlik (6)’daki
formiillere gore hesaplanmastir.

LOD = Xort + 3xSbh (%)

LOQ = Xort + 10xSh (6)
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Esitlik (5) ve Esitlik (6)’da Xort 11 adet bos numunenin dlglimlerinin ortalamasini,

Sb ise bu numunelerin dl¢iimlerinin standart sapmasini gostermektedir.

2.15.5. Dogruluk

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunun gosterilmesi i¢in kalibrasyon grafiklerindeki
en diistik (1 ng/mL) ve en yiiksek (50 ng/mL) konsantrasyonlar1 igeren analit eklenmis bos
numuneler KFE 3 yontemi ile 6n temizlemeye tabi tutulduktan sonra LC-MS/MS
cihazinda Boliim 2.14’°te belirtilen sartlar altinda analizi yapilmistir. GK degerleri Esitlik

(7)’de verilen formiille hesaplanmastir.

% GK = (uunan) 100 (7)

eklenen

Esitlik (7)’de Cpymunan Ol¢lim sonucunda bulunan analit konsantrasyonunu ifade

ederken Cekienen, bos numunelere eklenen analit konsantrasyonunu gosterir.

2.15.6. Kesinlik

Kesinlik degerlendirmesi analit eklenmis bos numuneler i¢in giin ici ve giinler arasi
analizler gergeklestirilmistir. Giin i¢i dl¢limlerde 6 tekrar, giinler aras1 6l¢timlerde 15 tekrar
numunesi analiz edilmistir. Ol¢iim sonuglarmmn kesinligi %BSS degerleri ile ifade

edilmistir.

2.15.7. Kararhhk

Oto numuneleyicide bekleyen KFE islemine tabi tutulmus numunelerdeki analitlerin
zamana bagli sinyal (alan) degisimleri 24 saatlik bir siire boyunca izlenmistir. Bu amagla, 1
ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarda hazirlanmis kan ve idrar numuneleri analiz
edilmistir. Analizler, her 6 saatte bir olmak iizere toplam 5 zaman noktasinda
gerceklestirilmis; elde edilen kromatografik sinyal alanlari, baslangic degeriyle
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Tiim numuneler oda sicakliginda, buzdolabinda,

dondurucuda ve dondur/¢6z dongiistinde degerlendirilmistir.
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2.15.8. KFE-GK Degerleri

KFE-GK degerlerinin hesaplanmasi i¢in yapilan ol¢iimler ve hesaplamalar Boliim

2.11°de verilmistir.

2.15.9. ME Degerleri

ME degerlerinin hesaplanmasi i¢in yapilan 6l¢limler ve hesaplamalar Boliim 2.11°de

verilmistir.

2.15.10. Tasiy1c1 Etki

Tastyic1 etkinin belirlenmesi i¢in dnce analitin belli konsantrasyonunu iceren kan ve
idrar numunelerinin LC-MS/MS cihazinda kromatogramlar1 alindi. Hemen sonrasinda bos
kan ve idrar numunelerinin ayni cihazda kromatogramlari alindi. Iki kromatogram
karsilastirilarak analitin AS’nde bos kromatogramlarda pik olup olmadig: tespit edildi. Bu
calismalarda her iki analitin kalibrasyon grafiginin yaklasik orta kismina karsilik gelen 10
ng/mL konsantrasyonu i¢in 6l¢iimler yapilmistir. Yapilan 6l¢timler sonrasinda calisilan bog
numunelerin  kromatogramlarinda analitlere ait AS’°nde herhangi bir sinyal tespit

edilmemistir.

2.16. MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA Tayini icin Onerilen Yontem

Numune hazirlama siirecinde KFE yontemi uygulanmistir. KFE kartuslari, 6nce 1
mL metanol ve ardindan 1 mL saf su gecirilerek sartlandirilmistir. Tiim islemler, 1-5 psi
basing araliginda calisan Positive Pressure Manifold sistemiyle gerceklestirilmistir.
Biyolojik numuneler (I mL kan veya idrar), 2 mL saf su ile karistirilmig, 2000 rpm’de 5
dakika vortekslenmis ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatan,
4 saniyede bir damla akis hiziyla KFE kartuslarina uygulanmistir. Kartuglara yiikleme
sonrast, matris kalintilarinin uzaklastirilmast amaciyla 1 mL %5 metanol ile yikama
yapilmis ve ardindan kartuslar 15 dakika kurutulmustur. Eliisyon asamasinda, sirasiyla 0,5

mL %100 metanol, %2 amonyakli metanol ve %2 asetik asitli metanol kartuslardan
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gecirilmis; eluatlar tek bir tlipte toplanmustir. Elde edilen eliisyon ¢ozeltisi, 2000 rpm’de 5
dakika vortekslenerek homojenize edilmis, ardindan 18°C’de 1 saat bekletilmistir.
Kararliligin saglanmasinin ardindan, -9 °C’de 14000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve
siipernatan faz LC-MS/MS analizi i¢in viallere alinmig ve LC-MS/MS cihazinda analiz
edilmistir. Bu analizlerde 20 ng/mL diazepam-d5 i¢ standart olarak kullanilmistir. Tastyici

etki olmadig1 i¢in dlglimler arasinda analitik kolonun yikanmasi i¢in herhangi bir ¢6ziicli

kullanilmamustir.



3. BULGULAR

3.1. Numunelerin On Temizlenmesi

LC-MS/MS analizlerinde ME’nin ortaya ¢ikmamasi i¢in biyolojik numunelerin 6n
temizleme islemine tabi tutularak analitlerin numune matrisinden izole edilmesi

amaclanmistir. Bunun i¢cin DSSE ve KFE yontemleri denenmistir.

3.1.1. DSSE Yontemiyle Elde Edilen GK Sonuclar

Analit eklenmis bos numunelerin LC-MS/MS analizinden dnce, biyolojik matristen
kaynaklanabilecek bozucu etkileri azaltmak amaciyla 6n temizleme islemi uygulanmistir.
Bu kapsamda ilk olarak, basit ve hizli uygulanabilirligi nedeniyle DSSE yontemi test
edilmistir. Numune hazirhiginda ekstrakt/dispersif ¢oziicli sistemi olarak kloroform ve
metanol kullanilmigtir. Uygulanan yontemin O6zeti Tablo 2’de verilmistir. Tablo 2’de
Ozetlenen yonteme gore hazirlanan numuneler LC-MS/MS analizine tabi tutulmustur.
Ancak numunelerin analizi sonucunda elde edilen sinyallerin diisiik yogunlukta olmas1 ve
kromatografik pik sekillerinin bozulmasi durumlar1 gézlenmistir. Bu sartlardaki 6l¢tim
sonuglaria gore, DSSE yontemiyle elde edilen ylizde ekstraksiyon GK degerleri (%DSSE-
GK), MDMB-4en-PINACA i¢in kan oOrneklerinde %45,2, idrar orneklerinde ise %350,2
olarak belirlenmistir. ADB-BUTINACA agisindan ise bu oranlar kan ve idrar 6rneklerinde
strastyla %52,8 ve %55,5 diizeyinde bulunmustur. Elde edilen bu diisiik GK degerleri
nedeniyle, daha yiiksek ekstraksiyon verimliligi saglamak amaciyla ¢alisma kapsaminda

DSSE yonteminden vazgecilmis ve KFE yontemlerine ge¢ilmistir.
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Tablo 2. DSSE ydnteminin ¢alisma basamaklar1 ve %DSSE-GK sonuglari

DSSE
Numune hazirlama Kan/Idrar 500 pL
Deproteinizasyon 1:1 metanol
On islem 1 mL su/0,2 gNaCl/ 100 pL tampon ¢ozelti
Ekstraksiyon 100 pL klorofom /250 pL metanol
Santrifiij 4,000 rpm/Sdk.
Buharlagtirma Kuruluga kadar
Yeniden ¢6zme Mobil faz A
%DSSE-GK (£%BSS) n=3 Kan Idrar
MDMB-4en-PINACA 45,2 (£10,8) 50,2 (9,7)
ADB-BUTINACA 52,8 (£12,3) 55,5 (£13,8)

3.1.2. KFE Yontemiyle Elde Edilen KFE-GK Sonuglari

KFE ile numunelerin 6n temizlenmesinde 3 farkli kartus kullanilmistir. Bu
kartuslarla yapilan 6n temizleme islemlerinde uygulanan adimlar Tablo 3’te verilmistir.
Tablo 3’de bu kartuslarin kullanildig: ekstraksiyon metotlar1 KFE1, KFE2 ve KFE3 olarak

ifade edilirken kartuslarin isimleri de metotlarin altinda belirtilmistir.

Tablo 3. Test edilen KFE metotlarinin ¢alisma basamaklar1 ve %KFE-GK sonuglari

(KFE 1) (KFE 2) (KFE 3)
SpeXtract, C8 InertStep HLB OASIS, HLB
Numune seyreltme  5-mL fosfat tamponu (pH 6) 4 mL su 4 mL su
Sartlandirma 2x3 mL metanol 1x1 mL metanol 1x1 mL metanol
2x2 mL su 1x1 mL su 1x1mL su
Numune ilavesi Numune ilavesi Numune ilavesi
2x2 mL su
Yikama 2x2 mL su/metanol (80:20) 1x1 mL metanol/su (5:95) 1x1 mL metanol/su (5:95)
1x1 mL 0.1 M asetik asit
Santrifiij 3000 rpm’de 10 dk 4000 rpm’de 10 dk 4000 rpm’de 10 dk
Buharlastirma 40 °C, azot 18 °C, azot 18 °C, azot
100 uL metanol 100 pL metanol

50 pL asetonitril/metanol/

Tekrar diizenleme 100 pL metanol/amonyak (98:2) 100 pL metanol/amonyak (98:2)

su(3:3:2) R T
100 pL metanol/ asetik asit (98:2) 100 uL metanol/ asetik asit (98:2)
0 ~ 0 . . .
I{OZ%FE GK (+%BSS), Kan Idrar Kan Idrar Kan Idrar
1;4113%&4” 76,5 (x11,5) 689 (£13.2) 822 (#6,1) 81,0(#53) 973(#3,1) 952 (4,1)
68,5 (£10,2) 73,0 (£7,9) 79,3 (£8,1) 80,7 (£9,3) 96,3 (£3,0) 93,4 (£5,2)

ADB-BUTINACA




43

Tablo 3’teki %KFE-GK verileri 1 ng/mL konsantrasyonundaki kan ve idrar

numunelerinde her iki analit i¢in olan 6l¢iimlere aittir.

3.2. KFE 3 Yontemi ile Elde Edilen %KFE-GK ve %ME Degerleri

KFE 3 yontemi ile elde edilen geri kazanimlar %KFE-GK olarak ifade edilmis olup,
disik (1 ng/mL) ve vyiksek (50 ng/mL) konsantrasyonlardaki numuneler igin
degerlendirilmistir. Ayrica KFE 3 yoOntemine gore yapilan numune hazirlama sonrasi

analitler i¢in %ME degerleri de hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. KFE 3 yontemi ile elde edilen %KFE-GK ve %ME degerleri

%KFE-GK (£%BSS), n=3 % ME (+%BSS), n=3
Diisiik Yiiksek Diistik Yiiksek
konsantrasyon konsantrasyon konsantrasyon konsantrasyon
(1 ng/mL) (50 ng/mL) (1 ng/mL) (50 ng/mL)

Kan
MDMB-4en-PINACA 94,2 (£1,7) 93,5 (£1,8) 102,2 (£3,5) 102,5 (£2,4)
ADB-BUTINACA 89,7 (£5,4) 90,7 (+5,8) 103,0 (£3,2) 104,7 (+4,8)
Idrar
MDMB-4en-PINACA 90,8 (£3,0) 93,2 (£2,6) 106,2 (£2,0) 107,2 (£7,8)
ADB-BUTINACA 89,7 (£5,1) 89,2 (£5,0) 103,5 (+4,0) 104,8 (+4,2)

3.3. LC-MS/MS Analiz Parametreleri

LC-MS/MS cihazindaki ¢alisma sartlar1 optimize edilmistir. Tablo 5 MDMB-4en-
PINACA ve ADB-BUTINACA ig¢in kullanilan analiz parametrelerini gostermektedir.

Tablo 5. MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA i¢in LC-MS/MS’de kullanilan analiz

parametreleri
SK Molekiil Agirhigi (g)  Onciil iyon  Uriiniyon Q1 (V) CE Q3 (V) AS(dk.)
357,5 3582 2982 -6 20 -26 7,8
MDMB-4en-PINACA
357,5 358,2 213,1 -6 -31  -26
330,4 331,2 201,2 -6 -18 24 5,8

ADB-BUTINACA

330,4 331,2 145,0 -16 25 29
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3.4. Validasyon Bulgular

3.4.1. Segcicilik

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin segiciligini belirlemek amaciyla hem MDMB-
4en-PINACA hem de ADB-BUTINACA icin analit igermeyen bos kan ve idrar
numunelerinden elde edilen kromatogramlar Sekil 12 ve Sekil 13’te sirasiyla verilmistir.
Bu kromatogramlarda yer alan siyah, mavi ve yesil kromatogramlar, farkli bireylere ait ii¢
ayrt bos biyolojik numuneye aittir. Kromatogramlarda AS’nde hedef disi piklere
rastlanmamistir. Bu bulgular, biyolojik matrislerin karmasik yapisina ragmen ydntemin

girisimlere kars1 dayanikli oldugunu ortaya koymustur.

0000

Sekil 13. Bos idrar numunelerine ait total iyon kromatogrami
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Analitlerin AS’ni belirlemek i¢in belli konsantrasyonlarda analit eklenmis bos
numunelerin kromatogramlar1 optimize edilen LC-MS/MS sartlarinda alinmistir. Sekil 14
ve Sekil 15°te sirastyla 1 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA ilave edilmis

bos kan numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar verilmistir.
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Sekil 14. 1 ng/mL MDMB-4en-PINACA ilave edilmis bos kan 6rnegi i¢in AS’ni
gosteren kromatogram
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Sekil 15. 1 ng/mL ADB-BUTINACA ilave edilmis bos kan 6rnegi i¢cin AS’ni gosteren
kromatogram
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Sekil 16 ve Sekil 17°de ise sirasiyla 1 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-

BUTINACA ilave edilmis bos idrar numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar

verilmistir.
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Sekil 16. 1 ng/mL MDMB-4en-PINACA ilave edilmis bos idrar 6rnegi i¢in AS’ni
gosteren kromatogram
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Sekil 17. 1 ng/mL ADB-BUTINACA ilave edilmis bos idrar 6rnegi icin AS’ni gdsteren
kromatogram
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Sekil 18 ve Sekil 19°da sirastyla 10 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-
BUTINACA ilave edilmis bos kan numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar

verilmistir.
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Sekil 18. 10 ng/mL MDMB-4en-PINACA ilave edilmis bos kan 6rnegi icin AS’ni
gosteren kromatogram
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Sekil 19. 10 ng/mL ADB-BUTINACA ilave edilmis bos kan 6rnegi i¢in AS’ni gdsteren
kromatogram



48

Sekil 20 ve Sekil 21°de ise sirasiyla 10 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-
BUTINACA ilave edilmis bos idrar numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar

verilmistir.
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Sekil 20. 10 ng/mL MDMB-4en-PINACA ilave edilmis bos idrar 6rnegi i¢cin AS’ni
gosteren kromatogram
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Sekil 21. 10 ng/mL ADB-BUTINACA ilave edilmis bos idrar 6rnegi i¢in AS’ni gosteren
kromatogram
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3.4.2. Dogrusallik

Analit konsantrasyonu ile pik alanlarinin sinyal oranlar1 arasindaki iliskiyi gosteren
kalibrasyon grafikleri Sekil 22, 23, 24 ve 25’te sunulmustur. Bu kalibrasyon grafiklerinin
olusturulmasinda 7 konsantrasyon seviyesinde ¢alisilmistir. Bu konsantrasyonlar 1 ng/mL,
5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 25 ng/mL, 35 ng/mL ve 50 ng/mL’dir. Sekil 22-25
arasindaki grafiklerden goriildiigii gibi 1-50 ng/mL araliginda dogrusallik tespit edilmistir.
Bu grafiklerde her iki analit i¢cin hem kan hem de idrar numunelerinde elde edilen

korelasyon katsayilari (r?) > 0,9980 olarak bulunmustur.
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Sekil 22. Kan 6rnegi igin MDMB-4en-PINACA nin kalibrasyon grafigi
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Sekil 23. Kan 6rnegi i¢in ADB-BUTINACA nin kalibrasyon grafigi



50

T = 166229 & 16.732.3
12 = 09997554 | = 4318

il

A
Ll
B000000 o
LLLLLLLE -~

] o
L -

Lol

Pik Alam

£000000- -
dcmm—é s
:-:wm—z o
Jccumcé -
rncmé _,—f"
t‘c-u:-r'] g0 100 150 200 20 o ®o aln o Cane
Analit Konsantrasvonu (ng/mL)

Sekil 24. Idrar 6rnegi igin MDMB-4en-PINACA nin kalibrasyon grafigi

T = SR « HLER
2 = DLIIATIH ¢ = OTIIIIES

Mg

4 =
ZEO0D000— i

1 e
20000000 ad

15000000-] =T

Pik Alam
i
Y
\
o

18000000 A
1

]
5000000 L

[ 50 160 15.0 6.0 [0 30.6 L) 40.0 450 Eonc

Analit Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 25. Idrar 6rnegi icin ADB-BUTINACA nin kalibrasyon grafigi

3.4.3. Duyarhhk

Caligilan sistemin ve metodun duyarliligit LOD ve LOQ degerleri ile ifade edilebilir.
Yapilan ¢alismada sistemin ve metodun duyarliligi i¢in bulunan LOD ve LOQ degerleri
Esitlik (3)-(6)’ya gore hesaplanmis ve Tablo 6’da verilmistir.

3.4.4. LOD ve LOQ Degerleri

Sistemin ve gelistirilen yontemlerin LOD ve LOQ degerleri Tablo 6°’da verilmistir.
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Tablo 6. Gelistirilen yontemlerin S/N, LOD ve LOQ degerleri

SN LOD* LOQ*  LOD** (ng/mL) LOQ**** (ng/mL)
Kan

MDMB-4en-PINACA 485 0,10 0,33 1,29 1,65
ADB-BUTINACA 373 0,11 0,35 0,60 0,79

Idrar

MDMB-4en-PINACA 483 0,12 0,38 1,33 1,70
ADB-BUTINACA 320 0,13 0,41 0,63 0,83

*Egsitlik (3)’e gore hesaplanan, ** Esitlik (4)’e gore hesaplanan, ***Esitlik (5)’e gore hesaplanan, **** Esitlik (6)’ya
gore hesaplanan

3.4.5. Dogruluk

Onerilen  metotlarin ~ dogrulugu, ekleme  gerikazanim  calismalariyla
degerlendirilmistir. Bunun i¢in bos numunelere bilinen miktarda analit eklenerek KFE 3
yontemi ile 6n temizleme islemi uygulanmis ve elde edilen ekstraktlar LC-MS/MS’de
analiz edilmistir. Sonuglar %GK olarak ifade edilmistir. Tablo 7 ve Tablo 8’de sirasiyla
MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrarda yapilan dlglimler igin
%GK sonuglarmi verilmistir. Olgiimler, 1 ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyon seviyeleri

icin gerceklestirilmistir.

Tablo 7. MDMB-4en-PINACA i¢in kan ve idrarda bulunan %GK sonuglar1

Numune Eklenen (ng/mL) Dogruluk (%GK)
Kan 1 92,1
Kan 50 94,5
Idrar 1 88,8
Idrar 50 89,2

Tablo 8. ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrarda bulunan %GK sonuglar1

Numune Eklenen (ng/mL) Dogruluk (%GK)
Kan 1 96,6
Kan 50 92,1
Idrar 1 92,3

Idrar 50 93,5
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3.4.6. Kesinlik

Yontemin kesinligi ayni giin i¢inde (intra-day) ve farkli giinler arasi (inter-day)
yapilan analizlerle degerlendirilmistir. Tablo 9 ve Tablo 10 sirasiyla MDMB-4en-PINACA
ve ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrarda yapilan olgiimler i¢in giin i¢i ve gilinler arasi
olciim sonuglarmin kesinligini %BSS olarak gostermektedir. Olgiimler, 1 ng/mL ve 50

ng/mL konsantrasyon seviyeleri i¢in gerceklestirilmistir.

Tablo 9. MDMB-4en-PINACA i¢in kan ve idrarda yapilan giin i¢i ve giinler aras1
Ol¢iimlerin kesinlik sonuglari

Numune Eklenen (ng/mL)  Giin igi (n=6) (%BSS)  Giinler aras1 (n=15) (%BSS)

Kan 1 2,7 3,9
Kan 50 1,1 34
Idrar 1 2,0 53
Idrar 50 3,3 34

Tablo 10. ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrarda yapilan giin i¢i ve giinler aras1 dlglimlerin
kesinlik sonugclari

Numune Eklenen (ng/mL) Giin i¢i (n=6) (%BSS) Glinler aras1 (n=15) (%BSS)
Kan 1 4.9 7,2
Kan 50 1,5 4,1
Idrar 1 5,0 6,3
Idrar 50 6,9 7.4
3.4.7. Kararhhk

MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’ya ait kan ve idrar numunelerinde,
analiz baslangicindan itibaren 24 saatlik siire boyunca 6l¢iilen sinyal alanlarinda, %10’un

tizerinde anlamli bir diislis gézlenmemistir.
3.4.8. Tasinma Etkisi
Yiiksek konsantrasyonlu numune analizinden sonra gelen bos numunelerde hedef

analitin saptanip saptanmadigina bakilarak tasiyict etki olup olmadig: test edilmistir. Her

iki analit i¢in de tasiyici etki gézlenmemistir.
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3.5. Gercek Numunelerin Analizleri
Gelistirilen yontem, adli vakalardan elde edilen numunelere de uygulanmistir. Bunun
icin Trabzon Adli Tip Kurumu’ndan saglanan kan ve idrar numuneleri kullanilmistir.

Sonuglar Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Trabzon Adli Tip Kurumu’ndan saglanan kan ve idrar numunelerindeki sonuglar

MDMB-4en-PINACA ADB-BUTINACA
Numune Numarasi (ng/mL) (ng/mL)

Kan Idrar Kan Idrar
1 7,0 5,5 - -
2 5,2 4,0 7,3 6,2
3 - - 8,5 8,0
4 20,3 9,2 33 2,0
5 - - 6,6 4,0
6 8,2 7,5 30,0 28,2
7 25,0 22,9 9,0 5,2
8 - - 38,5 28,4
9 19,5 10,0 - -
10 42,0 28,5 - -
11 20,0 12,5 40,1 39,5
12 - - 33,0 31,0
13 4,0 3,0 28,5 22,5
14 10,0 9,1 - -
15 21,5 19,2 7,7 5,3
16 - - 48,0 40,5
17 32,8 30,1 36,6 39,5
18 20,0 19,1 20,5 20,0
19 18,8 17,0 - -
20 - - 47,2 40,5




4. TARTISMA

4.1. SK’lerin Artan Tehdidi ve Toksikolojik Onemi

Son yillarda diinya genelinde PM kullanim profili degismis; klasik maddelerin
(kannabis, kokain, eroin vb.) yani sira YPM’ler olarak adlandirilan sentetik bilesiklerin
kullaniminda ciddi bir artis gézlenmistir. Bu maddeler, 6zellikle geng kullanicilar arasinda
popiilerlik kazanmis, kolay erisim, diisik maliyet ve yasal diizenlemelerden ka¢cma
avantajlariyla hizla yayilmistir (UNODC, 2023). SK’ler, bu gruba dahil olan ve dogrudan
ES’yi etkileyerek yliksek psikoaktif yanit olusturan bilesiklerdir. Kannabisdeki PM olan
A9-THC, CB1 ve CB2 reseptorleri araciligiyla etkisini gosterirken, SK’ler bu reseptorlere
daha giiclii ve uzun siireli baglanarak ciddi néropsikiyatrik ve fizyolojik komplikasyonlara
neden olabilmektedir (Souza ve ark., 2023).

EMCDDA’nin 2022 yil1 raporuna gore, Avrupa genelinde raporlanan YPM cesitliligi
880’e ulasmistir ve bunlarin 224’ SK sinifina ait bilesiklerdir (EMCDDA/EUDA, 2022).
Tiirkiye’de ise “Bonzai” adiyla bilinen SK’ler, sokak diizeyinde en yaygin kullanilan yasa
dist maddelerden biri haline gelmistir. 2020 yilinda yalnizca Tiirkiye’de 49 6liim vakasi
dogrudan SK’lerle iliskilendirilmistir ve bu say1 Almanya (9) ve Macaristan (34) gibi diger
Avrupa iilkeleriyle kiyaslandiginda dikkat ¢ekicidir (EMCDDA/EUDA, 2022). Bu veriler,
SK’lerin hem adli hem de klinik toksikoloji acgisindan ne denli 6nemli bir tehdit unsuru

oldugunu gozler 6niine sermektedir (UNODC, 2023; EMCDDA/EUDA, 2022).

4.2. DSSE’nin Yetersizligi ve KFE’ye Gegisin Gerekcesi

Bu ¢alismada muhtemel matris girisimlerini dnlemek amaciyla DSSE ve KFE olmak
tizere iki farkli numune 6n temizleme islemi test edilmistir. Kullanilan numune hazirlama
yontemlerinin etkinligi, elde edilen analitik sonuglar dogrultusunda karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir.

[k olarak uygulanan DSSE yontemi, teorik olarak hizli ve basit bir teknik olmasina

ragmen, MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA gibi lipofilik SK’ler i¢in yetersiz
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bulunmustur. Tablo 2°de DSSE yonteminin ¢aligma sartlar1 ve elde edilen GK degerleri
verilmigtir.

Tablo 2’den goriildiigii gibi 6zellikle kan numunelerinde her iki analit icin GK
degerlerinin  %52,8’in altinda kaldig1 goriilmektedir. Ayrica bu ¢aligmalarda pik
profillerinin zayif oldugu ve interferans kaynakli S/N oraninin diistiigii belirlenmistir. Buna
ilaveten DSSE yonteminde kullanilan organik ¢oziiciiler ile analitlerin ¢oziinebilirliginin
sinirlt olmasi, bu yontemin etkinligini azaltan bir bagka faktor olmustur. Bu olumsuzluklar,
daha yiiksek secicilik ve temiz ekstrakt elde edilmesi adina KFE yonteminin test

edilmesine zemin hazirlamistir.

4.3. KFE Kolonlarim Karsilastirilmasi ve OASIS HLB'nin Ustiinliigii

Bu calismada ti¢ farkli KFE kartusu (SpeXtract C8, InertStep HLB ve OASIS HLB)
hem kan hem de idrar numunelerinde GK verimliligi ve analitik performanslar
bakimindan karsilagtirnllmigtir. Tablo 3’te kullanilan her bir kartus i¢in uygulanan
ekstraksiyon yonteminin basamaklari ve hem kan hem de idrar numuneleri i¢in elde edilen
% GK degerleri belirtilmistir.

Tablo 3’te goriilebilecegi gibi SpeXtract C8 kolonu ile yapilan ekstraksiyonlarda
(KFE 1 yontemi) o6zellikle idrar numunelerinde analitlerin GK degerleri diistiktiir (%68,9
+13,2), ayrica interferans pikleri sebebiyle LC-MS/MS cihazinda ayirimlarin net
yapilmasinda sorunlar yaganmistir. InertStep HLB kolonu ile yapilan ¢aligmada (KFE 2
yontemi) ise SpeXtract C8’e kiyasla daha yiiksek GK saglamistir. OASIS HLB kolonu ile
yapilan c¢alismalarda (KFE 3 yoOntemi) ise her iki analit i¢in de hem kan hem idrar
numunelerinde her iki yonteme gore daha yliksek GK degerleri ve daha diisiik %BSS
degerleri elde edilmistir. Tablo 3’te goriilebilecegi gibi MDMB-4en-PINACA i¢in % GK
degerleri kan numunelerinde %97,3 idrarda %95,2 olarak bulunmustur. ADB-BUTINACA
icin % GK degerleri kan numunelerinde %96,3 idrarda %93,4 olarak belirlenmistir.

OASIS HLB kolonu ile yapilan calismalarda (KFE 3 yontemi) elde edilen
ekstraktlarin analitik saflig1 sonucunda LC-MS/MS sisteminde minimum girisime sebep
olmustur. Yiiksek GK degerleri, numune hazirlama siirecinde anlamli analit kaybi
yasanmadigint gostermektedir. Bu kartusun hem hidrofilik hem lipofilik etkilesimleri
kapsayan yapis1 sayesinde, calisilan analitlerin genis polarite aralifina ragmen yiiksek

verim elde edilmistir.
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4.4. KFE 3 Yontemi ile On Temizleme Isleminin Etkilinligi

KFE 3 yontemine gore yapilan numune hazirlama sonrasi analitler i¢in %GK ve
%ME degerleri Tablo 4’te verilmistir. Tablo 4’te kan ve idrar numunelerinde MDMB-4en-
PINACA ve ADB-BUTINACA icin KFE-GK degerleri ve ME verilmistir. Olgiimler iki
konsantrasyon seviyesinde yapilmistir. Diisiik konsantrasyon seviyesi olarak 1 ng/mL
yiiksek konsantrasyon seviyesi olarak 50 ng/mL secilmistir.

Tablo 4’ten goriildiigii gibi en diisiik KFE-GK degerleri MDMB-4en-PINACA igin
kan numunelerinde %93,5 idrar numunelerinde ise %90,8 olarak bulunmustur. ADB-
BUTINACA icin en disik KFE-GK degerleri kan numunelerinde %89,7 idrar
numunelerinde ise %89,2 olarak bulunmustur. Bu sonuglar analitlerin uygulanan KFE 3
metodu ile biyolojik matris bilesenlerinden etkili bir sekilde izole edildigini ve Onerilen
LC-MS/MS metoduyla tayin edilebildigini gostermektedir.

Karmagik biyolojik numunelerde iyonizasyonu etkileyen matris bilesenlerinin
yonteme etkisi de degerlendirilmistir. Tablo 4’te bahsedilen iki konsantrasyon seviyesi i¢in
OASIS HLB KFE kartusu ile KFE 3 yontemine gore yapilan numune hazirlama sonrasi
yapilan LC-MS/MS o6l¢limleri sonucunda hesaplanan %ME degerlerini de vermektedir.
Tablo 4’ten gorildigi gibi MDMB-4en-PINACA i¢in %ME degerleri ideal olarak
beklenen %100’liik degerlere ¢ok yakin olup kan numunelerinde %102,2-%102,5 arasinda
bulunurken idrar numunelerinde %106,2-%107,2 arasinda oldugu belirlenmistir. ADB-
BUTINACA i¢in ise bu deger kan numunelerinde %103,0-%104,7 arasinda idrar
numunelerinde ise %103,5-%104,8 arasinda oldugu bulunmustur. Bu sonuglar matris
kaynakli iyonizasyon baskilanmasinin en disiik diizeyde oldugunu gostermektedir.

Dolayisiyla yontemin ME’ne kars1 direngli oldugunu ifade etmektedir.

4.5. LC-MS/MS Sisteminin Analitik Yontem Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Tablo 5’te MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA i¢in optimize edilen MS
parametreleri verilmistir. Bu parametreler, her bir bilesigin yiiksek hassasiyet ve
secimlilikle tespit edilebilmesini saglamak amaciyla belirlenmistir. Tablo 5’ten gortildiigi
gibi her iki bilesigin molekiiler agirliklar1 sirasiyla yaklasik 357,5 g/mol (MDMB-4en-
PINACA) ve 330,4 g/mol (ADB-BUTINACA) olarak tespit edilmis olup, analizlerde
proton eklenmis [M+H]+ iyonlar1 onciil iyon olarak secilmistir. Dolayistyla MDMB-4en-
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PINACA i¢in 358,2 m/z, ADB-BUTINACA i¢in ise 331,2 m/z Onciil iyonlart
kullanilmistir. Bu 6nciil iyonlar, MS/MS sisteminde par¢alanmaya tabi tutularak
karakteristik iiriin iyonlar1 elde edilmistir.

Uriin iyonlar1 incelendiginde, MDMB-4en-PINACA i¢in 298,2 ve 213,1 m/z; ADB-
BUTINACA icin ise 202,1 ve 145,0 m/z iyonlar1 belirlenmistir. Bu degerler, ilgili
bilesiklerin tanimlanmasinda yiiksek secicilik saglamakta ve metot dogrulama agisindan
onem tasimaktadir. Ayni bilesik i¢in birden fazla {iriin iyonu kullanilmasi, yontemin
giivenilirligini artirmakta ve matris kaynakli girisimlerin minimize edilmesine katk1
saglamaktadir (Liying ve ark., 2022).

MS parametreleri arasinda yer alan QI, carpigsma enerjisi (CE) ve Q3 voltajlari,
iyonlarin etkin pargalanmasi i¢in optimize edilmistir. Her iki bilesik i¢in Q1 degeri sabit
olarak -16 V secilmis olup, iyonlarin onciil olarak se¢ilmesinde standartlagtirilmis bir
enerji diizeyi kullanilmistir. CE ve Q3 degerleri ise analiz edilen iiriin iyonlarina gore
degisiklik gostermektedir. Ornegin, MDMB-4en-PINACA'nin 298,2 m/z iyonu i¢in CE -20
V ve Q3 -26 V iken, 213,1 m/z iyonu i¢in bu degerler sirasiyla -31 V ve -26 V olarak
belirlenmistir. ADB-BUTINACA durumunda ise 202,1 m/z i¢in CE -18 V, Q3 -24 V;
145.0 m/z igin ise CE -25 V ve Q3 -29 V olarak optimize edilmistir.

AS kromatogramlarda piklerin gozlenmesi igin gecen siireyi ifade etmektedir.
MDMB-4en-PINACA’nin AS 7,8 dakika olarak belirlenirken, ADB-BUTINACA igin bu
stire 5,8 dakika olarak belirlenmistir. Bu fark, bilesiklerin yapisal 6zelliklerindeki farktan
ve tastyici fazla olan etkilesimlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, her iki analit icin gelistirilen analiz parametreleri, bilesiklerin LC-
MS/MS sistemi ile basarili bir sekilde tespit edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
parametrelerin optimize edilmesi, Ozellikle adli toksikoloji uygulamalarinda hedef
analitlerin diisiik konsantrasyonlarda dahi giivenilir bir sekilde tespit edilmesine olanak

saglamasi agisindan énemlidir.

4.6. Yontem Validasyonunun Degerlendirilmesi

Yontem validasyonunun onemli bir gostergesi olan secicilik degerlendirmeleri
sonucunda, gelistirilen LC-MS/MS yonteminin hem MDMB-4en-PINACA hem de ADB-
BUTINACA icin yiiksek analitik segicilik sagladigi belirlenmistir. Analit icermeyen bos

kan ve idrar numuneleri {izerinde gergeklestirilen analizlerde, hedef bilesiklere ait herhangi
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bir interferans sinyaline rastlanmamigtir. Bu bulgu, yontemin segiciligini agik bir sekilde
ortaya koymaktadir. Ayrica, toplam iyon kromatogramlari ve coklu tepkime izleme
(MRM) kromatogramlarinda, analitlerin AS’nde hedef dis1 pik gozlemlenmemesi;
yontemin hem secgici hem de girisimlere karsi direngli oldugunu dogrulamaktadir. Tiim bu
veriler, yontemin karmasik biyolojik matrislerde dahi giivenilir sonuglar verebildigini
gostermektedir.

Sekil 12 ve Sekil 13’te ise sirastyla bos kan ve idrar numunelerine ait toplam iyon
kromatogramlar1  gosterilmistir. Sunulan kromatogramlar, gelistirilen LC-MS/MS
yonteminin segiciligini degerlendirmek amaciyla analiz edilen bos kan ve idrar
numunelerine ait toplam iyon kromatogramlaridir. Her {i¢ kromatogramda da MDMB-4en-
PINACA ve ADB-BUTINACA'nin AS’lerine karsilik gelen bolgelerde herhangi bir
sinyalin bulunmamasi, yontemle tespit edilebilecek diizeyde girisimci piklerin olmadiginm
gostermektedir. Boylece, hem kan hem de idrar matrislerinde hedef bilesiklere 6zgii
sinyallerin baska bir madde ile Ortiigmedigi, yani yontemsel seciciligin saglandigi
dogrulanmistir. Ayrica farkli matris kaynaklarindan alinan numunelerde benzer sonuglarin
elde edilmesi, yontemin matris ¢esitliligine karsi tutarliligini ve biyolojik girisimlere karsi
dayanikliligini ortaya koymaktadir. Bu bulgular dogrultusunda, LC-MS/MS yo6ntemi ile
yiiriitiilen analizlerde elde edilen sonuglarin, giivenilir bir sekilde MDMB-4en-PINACA ve
ADB-BUTINACA'y1 saptamaya olanak verdigi soylenebilir. Bu nedenle, s6z konusu
kromatogramlar yontemin adli toksikoloji uygulamalar1 agisindan yiiksek secicilige sahip
oldugunu desteklemektedir.

Sekil 14 ve Sekil 15°te ise sirasiyla 1 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-
BUTINACA ilave edilmis bos kan numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar, Sekil
16 ve Sekil 17°de sirasiyla 1 ng/mL. MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA ilave
edilmis bos idrar numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar verilmistir.

Sekil 18 ve Sekil 19°da ise sirasiyla 10 ng/mL. MDMB-4en-PINACA ve ADB-
BUTINACA ilave edilmis bos kan numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar, Sekil
21 ve Sekil 22°de sirastyla 10 ng/mL MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA ilave
edilmis bos idrar numuneleri i¢in AS’ni gosteren kromatogramlar verilmistir.

Sekil 14 ile Sekil 21 arasindaki kromatogramlardan beklendigi gibi artan analit
konsantrasyonlar1 ile sadece pik alanlarmin arttigi gézlenmistir. Bu artisin 5 ng/mL, 20

ng/mL, 25 ng/mL, 35 ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlar: i¢in de gecerli oldugu



60

belirlenmistir. Bu iliskiden faydalanilarak her iki analit i¢in 1-50 ng/mL araliginda
dogrusallik gosteren kalibrasyon grafikleri elde edilmistir.

Gelistirilen LC-MS/MS yontemi kapsaminda, analitlerin kantitatif olarak giivenilir
sekilde belirlenebilirligini degerlendirmek amaciyla 1-50 ng/mL araliginda kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Bu aralik, hem MDMB-4en-PINACA hem de ADB-
BUTINACA nin biyolojik numunelerdeki olasi toksikolojik diizeylerini temsil edebilecek
niteliktedir. Kan ve idrar gibi karmasik biyolojik matrislerde gergeklestirilen 6l¢iimlerde,
her iki analit i¢in de elde edilen kalibrasyon egrileri yiiksek dogrusal uyum gostermis ve
korelasyon katsayisi (r?) tiim analizlerde > 0,9980 olarak bulunmustur. Bu yiiksek
korelasyon katsayisi, yontemle elde edilen pik alanlari ile analit konsantrasyonu arasinda
giiclii ve istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iliski bulundugunu goéstermektedir. Bu
durum, yontemin nicel analiz agisindan giivenilir oldugunu ve hedeflenen analitlerin genis
konsantrasyon araliginda dogrulukla tayin edilebilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica,
kalibrasyon egrilerinin regresyon dogrulugu sadece yontemin dogrusallik Kkriterini
saglamakla kalmamis, ayni zamanda biyolojik numunelerdeki olast matris etkilerine
ragmen Ol¢lim hassasiyetinin korundugunu da kanitlamistir. Bu bulgular, yontemin hem
diisik hem de yiiksek konsantrasyon diizeylerinde tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar
tiretebildigini gostermektedir. S6z konusu kalibrasyon egrilerine iliskin grafiksel veriler
Sekil 22, 23, 24 ve 25’te detayli bicimde sunulmustur.

S/N, bir analitik Ol¢iim sisteminin duyarliligmi ve diisiikk konsantrasyonlardaki
analitleri algilayabilme yetenegini degerlendirmede kullanilan temel bir parametredir. LC-
MS/MS yontemleri basta olmak iizere tiim analitik cihazlarda, sinyal yiiksekligi genellikle
analite ait kromatografik pikten alinirken, giiriiltii ise aynm1 kromatogramda, analitin AS’ne
yakin ancak analit icermeyen bir bdlgede Olciilen rastgele sinyal dalgalanmalar1 olarak

tanimlanir. S/N orani Esitlik 8’deki formiille hesaplanir.

S/N = Pik yiiksekligi / Baz ¢izgisi giiriiltii yiiksekligi (8)

Bu hesaplamada, “pik yiiksekligi”, sinyalin pik noktasi ile baz ¢izgisi arasindaki
dikey mesafeyi temsil eder. “Giiriiltii yiiksekligi” ise analiz siiresince baz ¢izgisinde
meydana gelen rastgele dalgalanmalarin ortalama genligidir. Alternatif olarak bazi
sistemlerde pik alani da kullanilabilir, fakat en yaygin yaklasim pik yiiksekligine dayal

olandir. Bu oran, analitin mevcut sistemle tespit edilebilirligini ve tayin edilebilirligini
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belirlemek icin temel kriter olarak kullanilir. Literatiirde genel kabul goren degerlere gore;
LOD i¢in S/N >3 ve LOQ i¢in S/N > 10 olmalidir (SWGTOX, 2013).

Gelistirilen LC-MS/MS sisteminin analitik duyarliligt S/N oranit kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu kapsamda, MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA i¢in 1
ng/mL  diizeyinde standart ilave edilmis kan numuneleri {izerinde analizler
gerceklestirilmis ve S/N oranlar1 hesaplanmistir. S/N oranlarinin belirlenmesinde, analite
ait kromatografik pik yiiksekligi (sinyal) ile ayni kromatogram iizerinde, analitin AS’ne
yakin ve analitin bulunmadigr bir bolgede Ol¢iilen baz c¢izgisi dalgalanmasi (glriiltii)
yiiksekligi esas alinmistir. Bu hesaplama cihaz tarafindan yapilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA igin
ortalama S/N oranlar1 Tablo 6’da gosterilmistir. Tablo 6’daki S/N degerleri, 6l¢iim
sistemlerinin duyarlilik degerlendirmelerinde yaygin olarak referans alinan esik degerlerin
tizerindedir. Nitekim, uluslararas1 validasyon kilavuzlarinda (6rnegin FDA, EMA ve
SWGTOX) bir bilesigin LOD degerinin kabul edilebilmesi i¢in S/N oraninin en az 3, LOQ
icin ise en az 10 olmas1 gerektigi belirtilmektedir. Bu baglamda, elde edilen S/N oranlar
Tablo 6’dan goriildiigii gibi MDMB-4en-PINACA i¢in kan niimiineleri i¢in 485, idrar
numuneleri i¢in 483 olarak bulunmustur. ADB-BUTINACA i¢in kan niimiineleri i¢in 373,
idrar numuneleri i¢in 320 olarak bulunmustur. Bu sonuglar her iki analitin de kullanilan
sistemle eser miktarlarda saptanabilecegini gostermektedir.

Gelistirilen yontemlerin duyarlilifi da belirlenmistir. Bu amacla konsantrasyona
dayali LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Bunun icin 11 adet bos numunenin analizleri
yapilmigstir. Ortalama degere bos numunelerin sinyallerinin standart sapmasinin ii¢ ve on
kat1 eklenerek sirasiyla yontemlerin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Sonuglar
Tablo 6°da verilmistir.

LOD ve LOQ degerleri hem kullanilan sistem i¢in hem de gelistirilen yontemler icin
hesaplanmigtir. Kullanilan sistemin LOD ve LOQ degerleri analitlerin S/N oranlarina gore
yapilan dlgiimlerde hesaplanmis ve Tablo 6’da verilmistir. Tablo 6’dan gorildiigii gibi S/N
oranlarina gore yapilan Ol¢iimlerden MDMB-4en-PINACA i¢in kan ve idrarda LOD
degerleri sirasiyla 0,10 ng/mL ve 0,12 ng/mL, LOQ degerleri ise 0,33 ng/mL ve 0,38
ng/mL olarak belirlenmistir. ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrar 6rneginde LOD degeri
0,11 ng/mL, LOQ degeri 0,13 ng/mL bulunmustur. LOQ degerleri ise 0,35 ng/mL ve 0,41

ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu disiik tespit smurlari, kullanilan sistemin yiiksek
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hassasiyetle ¢alisabildigini gostermektedir ve adli vakalarda eser miktarlardaki maddelerin
dahi tespit edilebilmesini miimkiin kilmaktadir.

Gelistirlen yontemlerin LOD ve LOQ degerleri Boliim 4.7.3’te aciklandig1 gibi
konsantrasyona dayal1 6l¢iimlerle 11 tanik numunenin analizinden hesaplanmistir ve Tablo
6’da verilmigtir. Tablo 6’dan goriildiigii gibi yontemin hem kan hem de idrar
numunelerinde duyarliligmin yiiksek oldugu hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinden
acikca goriilmektedir. MDMB-4en-PINACA i¢in kanda LOD degeri 1,29 ng/mL idrarda
1,33 ng/mL olarak bulunmustur. MDMB-4en-PINACA i¢in kanda LOQ degeri 1,65 ng/mL
idrarda 1,70 ng/mL olarak belirlenmistir. ADB-BUTINACA i¢in kanda LOD degeri 0,60
ng/mL idrarda 0,63 ng/mL olarak bulunmustur. ADB-BUTINACA i¢in kanda LOQ degeri
0,79 ng/mL idrarda 0,83 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu bulgular, gelistirilen yontemin
eser miktarlarda analitlerin giivenilir sekilde tespiti agisindan yeterli performansa sahip
oldugunu dogrulamaktadir.

Elde edilen LOD ve LOQ degerleri analitlerin adli vakalarda eser miktarlarinin dahi
tespit edilebilmesini miimkiin kilmaktadir. Tablo 6’daki degerler, SWGTOX tarafindan
tanimlanan duyarlilik kriterlerini karsilamakta ve yontemin eser diizeydeki analitleri
giivenilir sekilde tespit edebilecegini gostermektedir.

Gelistirilen yontemlerin  dogrulugu, ekleme geri kazanim c¢alismalar ile
gosterilmistir. Bunun icin bos numunelere bilinen miktarlardaki analitlerin standartlar
ilave edilerek, eklenmis numuneler hazirlanmis ve sonra bu numuneler optimize edilen
sartlarda analiz edilmistir. Ol¢iim sonuglarindan eklenen miktarn ne kadarmim
bulunabildigi hesaplanmis ve bu degerler %GK olarak ifade edilmistir. Tablo 7 ve Tablo
8’de sirasiyla en uygun KFE yontemi oldugu belirlenen KFE 3 yontemi ile MDMB-4en-
PINACA ve ADB-BUTINACA i¢in kan ve idrarda yapilan ekleme geri kazanim
calismalar1 sonucunda bulunan %GK sonuglarini géstermektedir.

Tablo 7’den goriildiigi gibi MDMB-4en-PINACA i¢in diisiik konsantrasyondaki (1
ng/mL) kan ve idrardaki 6l¢iimlerden bulunan %GK degerleri sirasiyla %92,1ve %88,8
olarak belirlenmistir. Yiiksek konsatrasyonlarda (50 ng/mL) ise bu degerler %94,5 ve
%89,2 olarak hesaplanmistir. Tablo 8’den goriildiigii gibi ADB-BUTINACA i¢in diisiik
konsantrasyondaki (1 ng/mL) kan ve idrardaki Olctimlerden bulunan %GK degerleri
sirastyla 9%96,6 ve %92,3 olarak bulunurken yiiksek konsatrasyonlarda (50 ng/mL) ise bu

degerler sirasyla %92,1 ve %93,5 olarak hesaplanmistir.
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Tablo 7 ve Tablo 8’deki sunulan %GK sonuglari, gelistirilen LC-MS/MS y6nteminin
biyolojik matrislerdeki MDMB-4en-PINACA ve ADB-BUTINACA’nin tayininde hem
disik hem de yiiksek konsantrasyon diizeyinde yiliksek dogruluk sagladigim
gostermektedir.

Her iki analit icin de kan ve idrar numunelerinden elde edilen %GK degerleri,
analitik yontem validasyonu agisindan uluslararasi kilavuzlarda (6rnegin SWGTOX, FDA)
kabul goren degerler arasinda kalmaktadir. Bu durum, gelistirilen yontemin biyolojik
numunelerde analitlerin giivenilir sekilde tayinine olanak sagladigini ve o6zellikle adli
toksikoloji gibi diisiik konsantrasyonlarin kritik dneme sahip oldugu alanlarda basariyla
uygulanabilecegini gostermektedir.

Gelistirilen yontemlerin kesinligi giin i¢i ve gilinler arasi dl¢limlerle belirlenmistir ve
%BSS olarak ifade edilmistir. Tablo 9 ve Tablo 10’da onerilen yontemlerin kesinlik
sonuglarini vermektedir.

Tablo 9 ve Tablo 10°da sunulan veriler, gelistirilen LC-MS/MS yonteminin hem giin
i¢i (intra-day) hem de giinler arasi1 (inter-day) kesinlik agisindan diigikk %BSS degerleri
gosterdigini ortaya koymaktadir. MDMB-4en-PINACA analiti i¢in kan ve idrar
numunelerinde gerceklestirilen tekrar analizlerinde elde edilen %BSS degerleri, hem diisiik
(1 ng/mL) hem de yiiksek (50 ng/mL) konsantrasyon seviyelerinde oldukca diistiktiir. Kan
numunelerinde diisiik konsantrasyon diizeyinde %BSS degerleri giin i¢i analizlerde %2,7,
giinler arasi analizlerde ise %3,9 olarak belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda ise bu
degerler sirastyla %1,1 ve %3,4°tiir. idrar numunelerinde %BSS oranlari 1 ng/mL
diizeyinde giin i¢i %2,0, giinler aras1 %35,3; 50 ng/mL diizeyinde ise sirasiyla %3,3 ve %3,4
olarak tespit edilmistir. Bu bulgular, yontemin hem tekrarlanabilirlik hem de yeniden
tiretilebilirlik agisindan giivenilirligini dog