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OZET

Yeni Tasarim Psikoaktif Maddelerden 5F-NPB-22'nin insan Karaciger Hiicre

Hatt1 inkiibasyonu Ile Elde Edilen Metabolitlerinin Tanimlanmasi

Giiniimiizde geleneksel yasadis1 maddelerin yerini yeni tasarim psikoaktif
(YTP) maddeler almaya baslamistir. YTP’lerin kullaniminin artmasina ragmen,
insan metabolizmas verileri yeteri kadar mevcut degildir. Diinyada bu maddelerin
kullamimi 2009 yilinda basladig icin, farmakolojik ve toksikolojik profilleri heniiz
bilinmemektedir. Mevcut ¢calismalar, diger yasadis1 maddelere kiyasla daha giiclii
etkilere sahip olduklarini ve metabolitlerinin MSS'deki CB1 reseptorlerine karsi
afiniteyi korudugunu gostermektedir. YTP’ler viicuda girdikten sonra farkh
metabolitlere doniisiirler. Bu metabolitlerin biyolojik o6rneklerde tespit
edilebilmesi icin, metabolitlerin referans standart maddelerine ihtiyac
duyulmaktadir. Fakat heniiz diinya da ticari olarak S5F-NPB-22'nin
metabolitlerinin referans standart maddeleri mevcut degildir.

Bu c¢alismada S5F-NPB-22 maddesinin THLE-2 insan Kkaraciger hiicre
hattinda 3 saat inkiibasyonundan sonra toplanan oérneklerin yiiksek ¢coziiniirliiklii
kiitle spektrometresi (LC/QTOF MS) ile analizleri yapilmustir. Elde edilen
kromatogramda metabolitlerin belirlenmesi i¢cin yazilim destekli veri tabam ile
tarama yapilarak toplamda ii¢ adet ana metabolit belirlenmistir. Bu metabolitler
etil ester, ester hidrolizi ve metil ester tiriiniidiir.

Yeni tasarim psikoaktif maddelerin insan karaciger hiicre hattindaki
sitotoksik etkileri iizerine yapilan arastirmalar az oldugundan, bu ¢alismada SF-
NPB-22’nin hiicre iizerindeki anti-proliferatif etkisi xCELLigence DP Gercek
Zamanh Hiicre Analiz Cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. Analiz sonucuna gore
SF-NPB-22 maddesi icin ICso degeri 66 pM olarak hesaplanmstir.

Bu calisma ile elde edilen bulgular sonucunda, SF-NPB-22 maddesinin in
vitro metabolizma ¢alismalari sayesinde, madde aliminin tespitinin ve olusturdugu
sitotoksik etkilerin belirlenmesinin klinik ve adli laboratuvarlara onemli veri
saglayacagi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sentetik Kannabinoidler, Yeni Tasarim Psikoaktif

Maddeler, 5SF-NPB-22, THLE-2 Hiicre Hatti, Sitotoksisite.
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ABSTRACT

Identification of The Metabolites of SF-NPB-22 New Designer Psychoactive
Substances That Obtained By Human Liver Cell Line Incubation

New design psychoactive (NDP) substances have recently begun to be
substituted for traditional illicit substances as drugs of abuse. Despite the
increasing use of NDP, data on human metabolism are not adequately available.
Since the use of these substances in the world started in 2009, their
pharmacological and toxicological profiles are not yet known. Existing studies
show that they have stronger effects compared to other illicit substances and that
their metabolites maintain affinity for CB1 receptors in the CNS. NDP substances
turn into different metabolites after entering the body. In order to detect these
metabolites in biological samples, reference standards of these metabolites are
needed. However, reference standard substances of the metabolites of SF-NPB-22
are not commercially available in the world yet.

In this study, samples collected after 3 hours of incubation of SF-NPB-22 in
THLE-2 human liver cell line were analyzed by high resolution mass spectrometry
(LC/QTOF MS). In order to determine the metabolites in the obtained
chromatogram, a total of three main metabolites were determined by scanning
with the software supported database. These metabolites are ethyl ester, ester
hydrolysis and methyl ester product.

Since the studies on the cytotoxic effects of newly designed psychoactive
substances in the human liver cell line are scarce, in this study, the anti-
proliferative effect of SF-NPB-22 on the cell was determined wusing the
xCELLigence DP Real Time Cell Analyzer. According to the analysis result, the
ICso value for the SF-NPB-22 substance was calculated as 66 pM.

As a result of the findings obtained in this study, it has been shown that the
determination of substance intake and the cytotoxic effects of SF-NPB-22 by means
of in vitro metabolism studies will provide important data to clinical and forensic
laboratories.

Keywords: Synthetic Cannabinoids, New Design Psychoactive Substances,

SF-NPB-22, THLE-2 Cell Line, Cytotoxicity.

xii



1.GIRiS

Tiurkiye cografi konumu ve geng¢ niifusu sebebiyle uyusturucudan dogrudan
etkilenen iilkeler arasindadir. Ulkemiz gerek Asya’da iiretilen ve Avrupa’ya transfer
edilen basta eroin olmak {izere afyon tlirevleri kagak¢iliginda, gerekse Avrupa’da
iretilen ve Asya’ya sevkiyati yapilan sentetik uyusturucu ve ara kimyasal
kacakciliginda transit ve hedef iilkedir. Tiirkiye uyusturucu kacak¢iligi baglaminda son
derece dnemli bir glizergah olan “Balkan Rotasi” {izerinde yer almaktadir.

Yeni nesil uyusturucular kategorisinde olan sentetik kannabinoid maddesi,
uyusturucu ve hayal gosterici etkileri olan, tamamen sentetik narkotik bir maddedir.
300’e yakin kimyasal cesidi bilinmektedir. Ulkemize yasadis1 yollarla basta Cin’den
getirilen ham maddenin ¢oziilmesi olduk¢a kolaydir. Cogaltilmasi i¢in profesyonel
laboratuvar gerekmemektedir. Igine hasere ve tarim ilact gibi zehirli katkilar
eklenmektedir. Cogu kullanict bu katkilarin neden oldugu zehirlenme etkisini, narkotik
madde etkisi sanmaktadir. Ada ¢ayi, damiana c¢ayi, yavsan otu, kekik, kalitesiz esrar,
kina, hint kinasi, kimyon gibi bitkisel {iriinlere spreyleme yoluyla emdirildigi gibi, kagit
lizerine de spreylenmis olarak ele gecirilmis Ornekleri mevcuttur. Bitkisel trilinler ve
bazen de esrar lizerine spreylenmesi, kullanicilarda sentetik (kimyasal) olmadigi
yoniinde giiclii fakat yanlis bir kanaat olusturmaktadir. Tiim bunlar kullanicilar i¢in
Oliim riskini artirmaktadir.

2018 yilinda meydana gelen Madde Baglantili Oliim (MBO) vakalarinin bir
kismina, ¢oklu (karisik) madde kullanimi sebep olmustur. 2018 yilinda 657 madde
baglantili 6lim olayinin %45,8’inde (301) sentetik kannabinoid mevcuttur. 2017 yilinda
ise 941 madde baglantili 6lim olaymmn %59,9’unda (564) sentetik kannabinoid
mevcuttur.

Sentetik kannabinoid (bonzai) goriilen 301 Sliimiin 147’sinde (%48,8) dliim tek
basina bu maddeden kaynaklanmistir. 2017 yilinda ise sentetik kannabinoid (bonzai)
goriilen 564 Sliimiin 247 sinde (%43,8) 6liim tek basina bu maddeden kaynaklanmustir!.

EMCDDA (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction- Avrupa
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliigi izleme Merkezi) Avrupa Birligi'ne bagli ve
temel faaliyet alani uyusturucu madde ve madde bagimliligi ile miicadele eden

profesyoneller arasinda koordinasyon ve kooperasyonu saglamak olan, onlara bilimsel



verileri temin eden ve politika iireten bir organizasyondur. EMCDDA biinyesinde yer
alan EWS (Early Warning System - Erken Uyar1 Sistemi) ag1 birlik iilkeleri arasinda
hizli ve etkin iletisimi saglayarak bu maddelerle miicadelede son derece etkili
olmaktadir.

EMCDDA’in birlige iiye 27 iilke ile Tiirkiye, Hirvatistan gibi aday iilkelerde
Ulusal Temas Noktalar1 bulunmaktadir. Ulkemizin Ulusal Temas Noktas: Tiirkiye
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimhiligi Izleme Merkezi (TUBIM)’dir. EMCDDA
bilimsel degerlendirme sonucunda yakalanan maddenin toplumsal risk tasidigi
kanaatine varir ise birlik iilkelerine maddenin belirlenen tarih icerisinde yasak maddeler
listesine alinmasi konusunda bildirimde bulunmaktadir. Evrensel bir prensip olan sucgta
ve cezada kanunilik ilkesi geregi hi¢ kimse heniiz ulusal ve uluslararasi yasalarda yer
almayan yeni bir psikoaktif maddenin kullanimi, bulundurulmasi veya ticareti nedeni ile
suc¢lanamamaktadir?.

Yeni tasarim maddeler igerisinde bir madde simifin1 temsil eden sentetik
kannabinoidler ise ilk olarak farmakolojik amacglar dogrultusunda endokannabinoid
sistem arastirmalar1 ve potansiyel farmakoterapiler amaciyla gelistirilmis kannabinoid 1
(CB1) ve/veya CB2 reseptor ligandlaridir. ilag sirketleri ve akademiler tarafindan
yiizlerce ¢esidi sentezlenen sentetik kannabinoidlerin reseptorlere baglanma afiniteleri
ve yapi-aktivite iligkiler1 arastirilmistir. 2000’lerin ortalarindan beri bu sentetik
kannabinoid maddeler, rekreasyonel (eglence) amagla kotiiye kullanilmaktadir. Uriinler
bir veya daha fazla sentetik kannabinoid icerebilir. Paketlerin iizerinde genellikle inert
olarak nitelendirilebilecek bitkisel bilesenlerin ve daha seyrek olarak da dogal
psikoaktif alkaloidleri iceren bitkilerin isimleri yazmaktadir. Herhangi bir resmi
diizenleme olmamasi nedeniyle aktif farmakolojik maddeler paketlerin {izerinde
bulunmamaktadir®.

Viicutta sistemik fizyolojik bir etki olusturmak amaciyla ¢cogu ilag¢ bir reseptor
bolgeye baglanmaktadir. Bu da bu maddelerin lipid membranlardan gegebilmeleriyle
mimkiin olmaktadir. Dolayisiyla, cogu ilag yagda ¢oziinebilme ozelligine sahiptir.
Metabolizmanin goérevlerinden biri bu aktif yagda ¢oziilebilen maddelerin, suda ¢oziilen
inaktif maddelere doniisiimiinii gerceklestirerek oncelikli olarak bobrekler araciligiyla
atilmasin1  saglamaktir. Bu metabolik siire¢ genellikle karaciger hiicrelerinde

gerceklesir. Kannabinoidler temel olarak karacigerde metabolize edilir, fakat beyin,



akciger ve bagirsaklar gibi diger dokularda da biyotranformasyona ugrayabilirler*>.
Idrarda analizin efektif bir sekilde gerceklestirilebilmesi, alinan maddelerin canli sistem
igerisinde ugrayacag degisimlerin bilinmesinden gegmektedir. Bu nedenle ortaya ¢ikan
yeni tasarim maddeler i¢cin metabolik profilleme c¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu amagla; son yillarda ilag gelistirme asamalarinda uygulanan metotlar analiz
metotlarinin gelistirilmesi amaciyla kullanilmaya baglanmistir®,

Indol ve indazol grubu igeren yeni nesil kannabinoidler (SF-ADBICA, 5F-NPB-
22, AB-FUBINACA vb.) 2011 yilinda ortaya c¢ikmistir. Tiirkiye'de SF-NPB-22 ilk
olarak 2014 yilinda ortaya ¢ikarken, AB-FUBINACA 2013 yilinda piyasaya ¢ikmaistir.
Efeoglu ve ark.’nin Tiirkiye’de Bonzai olarak satilan, yeni tasarim psikoaktif maddeleri
icerdigi bilinen bitkisel {irliniin kimyasal igeriginin belirlenmesi icin yaptiklar
calismada, analiz sonucuna gore bitkisel iirlinde; sentetik AB-FUBINACA ve SF-NPB-
22 tespit edilmistir. Bonzai’de % 8.5 SF-NPB-22 ve % 1'den az AB-FUBINACA
igerdigi bulunmustur’.

Atasoy ve ark. denetimli serbestlik hastalarindan alinan idrar 6rneklerinde SK
taramasi yapilmistir. 58 sentetik kannabinoid ve metabolitlerinin 21 tanesi goriilmiistiir.
Bu maddelarin idrar 6rneklerinde saptanma sikliklarina yilizdelik olarak bakildiginda
dagilim orani; % 46 SF-NPB-22, % 24 (S)- AB-FUBIMACA, % 9 JWH-122 ve
metabolitleri, % 9 JWH-210 ve metabolitleri olarak bulunmustur®.

Gengler ve yetigkinler tarafindan giderek daha fazla kullanilan SK'ler 6nemli bir
halk saglig1 sorunudur ve madde aliminin belirlenmesi son zamanlarda adli tip, klinik ve
igyeri ilag test laboratuvarlari i¢in analitik bir zorluk haline gelmistir. Bununla birlikte,
SK igeren bitkisel triinlerin kullanimini gosteren birgok kayit olmasina ragmen, bu
kimyasallarla iligkili ¢ok az farmakokinetik bilgi bulunmaktadir. Bu bilgi eksikligi
genellikle biyolojik numunelerde SK’lerin tespitini ve test sonuglarinin yorumlanmasini
¢ok zorlastirmaktadir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalardan yola ¢ikarak son donemde bitkisel iiriinlerde
ve biyolojik orneklerde en cok tespit edilen, metabolik profilleme g¢aligmast heniiz
yapilmamis yeni tasarim psikoaktif maddelerden biri SF-NPB-22 calismamizda
secilmistir. Biyolojik 6rneklerde madde alimini belirlemek, daha genis kapsamli ve
hassas analitik yontemler olusturmak icin diger sentetik kannabinodlerin oldugu gibi

SF-NPB-22 maddesinin de metabolitlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalara ihtiyag



duyulmaktadir.

Bu ¢alismada amacimiz, yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22 (1-(5-
floropentil)-8-kinolinil ester-1H-indazol-3-karboksilik asit)> nin THLE-2 (ATCC®
CRL-2706™) karaciger hiicre hattinda inkiibasyonu sonucu elde edilen metabolitleri
LC/Q-TOF MS cihazi ile tanimlamak ve 5F-NPB-22 maddesinin sitotoksik etkisinin

olup olmadigini belirlemektir.



2. GENEL BILGi

2.1. KANNABIS BIiTKIiSi

Kannabis bitkisi, Cannabaceae botanik familyasinin bir iiyesi olan ve daha ¢ok
iliman ve tropikal bolgelerde yetisen bir bitkidir. Boyu alt1 metreye kadar ulasabilir,
2500 metre rakimda dahi gelisebilir. Bitkinin yasam dongiisii oldukg¢a kisa olup yaklasik
3-5 aydir, ¢cok az suyla bile giinde 15 santimetreye kadar uzayabilir. Iki evcikli bir bitki
olup, disi eseyli olanlarda A9-tetrahidrokannabinol (THC) orant daha yiiksektir.
Kannabis cinsi bitkinin bir¢ok tiirii olmakla birlikte, en yaygin olarak bulunan ii¢ tiir
Cannabis sativa, Cannabis indica ve Cannabis ruderalis‘tir. Cannabis sativa,
Avrupa’ya 6zgii olan, her tiirlii iklimde yetisen ve en yaygin olarak bulunandir®!?.
Lamarck, Hindistan’daki bazi kannabis tiirlerinin Avrupa’da yaygin olarak bulunan
kenevirden farkli oldugunu belirtmis ve bu cinse Cannabis indica adim vermistir'>.
Cannabis sativa daha uzun boylu, daha az dallanmis, ince ve uzun yaprakli iken,
Cannabis indica daha kisa boylu, yogun olarak dallanmis, kisa ve genis yapraklidir.
Cannabis ruderalis ise Sibirya ve Orta Asya’ya 6zgl olup daha az bilinendir. Kannabis
bitkisinin  taksonomik  farkliliklarina  iliskin  glinlimiizde  farkli  goriisler
bulunmaktadir'®'¥. Bazi1 arastirmacilar, genetik varyasyonlara dayanarak, tek bir cinse
(Cannabis) bagli en az iki tiirtin (Cannabis sativa ve Cannabis indica) oldugunu kabul
ederler'®. Diger bir goriise gdre ise, Cannabis sativa tek bir tiirdiir, digerleri genetik
farkliliklar1 olan alt-tiirlerdir!?.

Kannabis bitkisi i¢cinde tanimlanmis veya izole edilmis dogal bilesik sayisi
sirekli artmaktadir; ¢iinkii her sene farkli arastirmalarla yeni dogal bilesikler
bulunmaktadir. Kannabis bitkisi i¢indeki dogal bilesik sayis1 1980 yilinda 423 olarak
bildirilmistir, giiniimiizde ise yaklasik olarak 550 civarindadi'®!"1%, Bu bilesiklerin en
az 104 tanesi kannabinoid etkinlik gdstermektedir; bunlara tiirevleri ve transformasyon
trtinleri ile birlikte hepsine fitokannabinoidler denir. Terpenoidler, flavonoidler,
steroidler, fenantrenler, yag asidleri, nitrojen bilesikleri ve diger yaygin bitki
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molekiilleri kannabinoidlerin diginda tanimlanmis diger bilesiklerdir
kadar izole edilmis olan 104 fitokannabinoid 11 tip olarak smiflandirilmistir: A9-

tetrahidrokannabinol, A8-tetrahidrokannabinol, kannabigerol, kannabikromen,



kannabidiol, kannabinodiol, kannabielsoin, kannabisiklol, kannabinol, kannabitriol ve

digerleri'!. Bu siniflar ve yer aldiklar bilesik sayilar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1: Kannabis bitkisinin igerigindeki kannabinoid etkili bilesiklerin siniflandirilmasi'!.

Kimyasal grup Bilesik sayis1
A9-tetrahidrokannabinol 18
A8-tetrahidrokannabinol 2
Kannabigerol 17
Kannabikromen 8
Kannabidiol 8
Kannabinodiol 2
Kannabielsoin 5
Kannabisiklol 3
Kannabinol 10
Kannabitriol 9
Siniflandirilamayanlar 22
Toplam 104

Kannabis bitkisi i¢cinde en ayrintili olarak incelenmis olani, bitkinin ana psikoaktif
komponenti olan A9- THC’dir. Digerleri arasinda kannabidiol biiylik 6nem kazanmustir;
bunun nedeni kannabidiol’lin kannabinoid reseptorlerinin etkilememesi nedeniyle basta
psikoaktif etkinlik olmak iizere bir¢ok santral etkilerinin olmamasi ve ayrica THC nin
istenmeyen etkilerini de azalttigini gdsteren arastirmalarin yapilmasidir'”!8, Kannabis
bitkileri igerdikleri A9-THC ve kannabidiol oranlarina gore 3 farkli kemotaksonomik

tipe ayrilirlar: A9-THC-tipi, hibrid tip ve kannabidiol-tipi'®".

Ortalama olarak,
Cannabis sativa daha yiiksek oranda kannabidiol igerirken, Cannabis indica daha yiiksek
oranda A9-THC igerir; fakat bitki tiirleri arasinda bu oran agisindan biiytlik farkliliklar
goriildiigii  bilinmelidir, psikoaktif etkinlik de bitki igerigindeki bu orana gore
degisebilmektedir'®?°. Baz1 bitkilerde ise yiiksek oranda bir propil kannabinoid olan
tetrahidrokannabivarin diizeyleri goriilebilir; son senelerde 6nem kazananlardan olan bu
bilesik tip 2 diyabet ve metabolik sendrom icin denenmektedir!®?"?2, Bitki igeriginin
kannabinoid oranlarinda degiskenlik gostermesinin disinda, bitki materyalinin pestisit
rezidiisli veya fungal kontaminant icerme potansiyeli ve inhalasyonla icimdeki dozlama

sorunlart FDA nin bitkisel kannabisi heniiz onaylamamasinin nedenleri arasidadir®!°,



Kannabis kullanimi1 genellikle sigara kagitlarina sarilarak (joint) veya puro
yapraklarina sarilarak (blunt) bitki materyalinin dumaninin solunmasi veya bu bitkiden
hazirlanan farkli kisimlarin ¢ay gibi demlenerek icilmesi veya yenilmesi seklindedir.
Esrar, cografyasina gore farkli isimlerle adlandirilir. Bhang; yumusak kannabis
karisimidir, genellikle sekerleme olarak ya da icecek olarak tiiketilir. Ogiitiilmiis
kannabis bitkisinin yapraklar1 seker, baharatlar ve meyve ile karigtirilarak macun
yapilir. Oral yolla tiiketildigi icin maddenin etkileri sigara olarak tiiketilmesine kiyasla
daha yavas ortaya ¢ikar. Bhang sadece bitkinin yapraklarindan ve farkli karisimlar
olarak hazirlandig1 i¢in icerdigi THC konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir. Yiiksek oranda
THC igeren kannabis ¢igekleri ve reginesiyle hazirlanan Ganja karigimi, tiitiin ile
karistirilarak sigara gibi sarilarak igilebilir. Jamaika’da genellikle bu adla anilir.
Kannabis bitkisinin hemen hemen saf konsantre recines, Charas olarak adlandirilir ve
THC oram1 ¢ok yiiksektir. Inhalasyon yoluyla tiiketilir. Marijuana, kannabisin
kurutulmus cicekleri ve yapraklarindan yapilir. Amerika’da yaygin olarak kullanilan
formudur. Hashish, kurutularak kaliplar haline getirilen konsantre kannabis re¢inesidir.
Inhalasyon yoluyla tiiketilir, etkisi ¢ok giicliidiir. Alkol gibi kimyasal bir ¢dziiciiyle

ayristirlarak elde edilen Hash yaginda yiiksek miktarda THC vardir®>,

2.1.1. Kannabisin Tarihgesi ve Medikal Kullanimi

Esrarin kullanim1 oldukga eskidir, tedavi edici olarak kullanimi yaninda, keyif
verici ve sarhos edici etkisi i¢in ve onlarca sektérde hammadde olarak kullanilmaktadir.
Kannabisin ilk defa neolitik ¢agda Cin’de kullanildigi diistiniilmektedir. Esrarin tibbi
kullanimina dair en eski kanit Cin’de bulunmustur ve M.O. 2737 yillara dayanmaktadir.
Bircok hastaliginda tedavisinde Onerilmistir. Milattan once 2700 yillarinda, Cin
Imparatoru Shen Nung zamaninda hazirlanan, ilk farmakoloji kitab1 olarak kabul edilen
kirk ciltlik eserde 265 sifali bitkiye ve devaya iliskin bilgi verilmis, bu arada Hint
kenevirinin de etkileri, 6zellikleri anlatilmig, hint keneviri, beriberi, gut, romatizma,
sitma, zayiflama gibi bedensel: duygu ve diisiince bozuklugu gibi ruhsal hastaliklar i¢in

ilag olarak dnerilmistir?*,



Cin'in aksine, esrarin psikoaktif 6zellikleri i¢in kullanim1 Hindistan'da bin yildan
fazla bir siiredir endemiktir. Kannabis kullanim1 Neolitik Cag’da kuzeydogu Asya'nin
gogebe kabileleri tarafindan bilinmekteydi ve Samanizm dininin bu insanlar tarafindan
uygulanmasinda 6nemli bir rol oynamaktaydi. G6gebe kabilelerinin kannabisi Bat1 Asya
‘ya ardindan Hindistan’a getirdigi sdylenmektedir. Esrarin Bati'ya ulagsmasi daha uzun
stirmiistiir. Kannabis, Asur uygarlig1 tarafindan hem bir lif bitkisi hem de bir ilag olarak
bilinmekteydi. Yunanlilar donemine kadar bitkinin Tiirkiye disinda bilindigine dair ¢cok
az kanit vardir %,

Tip ve felsefe alaninda yiizlerce kitap yazan, batililarca Orta Cag Modern
Biliminin kurucusu ve hekimlerin onderi olarak bilinen Ibn-i Sina (980-1037)
kitaplarinda, “Kunnab” adi altinda Hint kenevirine de yer vermis ve medikal olarak
kullanimindan bahsetmistir. Tip alaninda yedi asir baoyunca temel kaynak eser olarak
okutulan El-Kanun fi’t-Tib (Tibbin Kanunu) adli kitab1 ve Avrupa tiniversitelerinde 17.
asrin ortalarina kadar tip biliminde temel eser olarak okutulmustur. Kannabis geleneksel
tip da 50 temel bitkiden birisidir ve genis bir kullanim yelpazesi vardir >,

Kannabinoidlerin, tibbi olarak bazi1 hastaliklarda kullanimina 6rnek olarak;
bronkodilatasyon etkisi ile astimda, antiemetik etkisi yOniiyle antikanser ilaglarin
olusturdugu bulanti kusmada, istah acgic1 6zelliginden dolay: antiviral ilaglar, aids ve
iliskili hastaliklarda ve terminal kanser olgularinda, analjezik etkileri nedeniyle kanser
agrilarinda postoperatif agrilarda, fantom agrilarda, goz i¢i basincimi diigiirmesi
nedeniyle glokomda, kas zayifliginda azalma etkisi yoniinden multipl skleroz, serebral

palsi, spinal kord hasarlarinda kullanilmasi verilebilir®*>,

2.1.2. THC’nin Yapisi ve Farmakolojisi

Kannabisin ana psikoaktif bileseni olan THC ilk defa 1942 yilinda Amerikali
kimyager Wollner tarafindan THC nin karisim1 olarak izole edilmistir>’. 1964 yilinda da
Gaoni ve Mechoulam tarafindan yapis1 aydinlatilmigtir®®, THC bir trisiklik 21 karbonlu
yap1 igerir. Ugucu, viskoz, yliksek yag ¢oziintirliiklii suda ¢oziinmeyen bir bilesiktir.
THC’nin pKa degeri 10.6°dir. Yapisinda azot yoktur ve trans konfigiirasyonunda iki

tane kiral merkeze sahiptir®® (Sekil 1).
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Sekil 1: Tetrahidrokannabinoliin (THC) kimyasal yapisi

THC genellikle 1s1ya maruz kaldiginda kolay bir sekilde dekarboksile olan mono
karboksilik asitlerin bir karisimi olarak bulunur. Havaya, 1siya veya 1s18a maruz kaldigi
zaman bilesenlerine ayrilir. Aside maruz kaldigi zaman kannabinole okside olabilir.
THC cama ve plastie baglanir. THC adsorbsiyonu, silillenmis cam ile minimize
edilebilir ve bazik bir ¢dzelti veya organik ¢dziicii ile korunabilir?®.

Kannabis genellikle agizdan veya dumani solunarak, 5-20 mg arasinda degisen
dozlarda uygulanir. Bu madde, haliisinasyon, zaman kavraminda bozulma (temporal
bozukluk), 6fori ve sedasyon dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik etkilere sebep
olabilir. Buna ek olarak THC hem benzodiazepin, opioid ve kannabinoid reseptorlerinde
aktiviteye sahiptir hem de prostaglandin sentezi, DNA, RNA ve protein metabolizmasi
tizerinde cesitli etkiler ortaya koymaktadir. Giliniimiizde bu kannabinoid reseptoriiniin
CB1 ve CB2 olarak iki tipinin varhigr gosterilmistir. Bu reseptorler endojen
kannabinoidlerin (endokannabinod) baslica hedefidir. THC her iki kannabinoid
reseptoriine de baglanir’*.

CB1 ve CB2 reseptorlerinin her biri i¢in spesifik antagonistler bulunmaktadir.
CB-1 agonistlerinin birgok karakteristik etkisi, CB-1 reseptoriiniin  MSS’deki
dagilimiyla agiklanir. CB-1 reseptor agonistleri biligsel, bellek ve motor fonksiyonlarina
zarar verir. CB-1 reseptorleri periferik sinir u¢larindan omurilik ve supraspinal merkeze
dogru olan agr1 yolaklarinda bulunmasi, bu kannabinoid reseptér agonistlerinin

analjezik etkilerini agiklamaktadir®*,



Kannabinoid reseptorlerinin sinyal mekanizmalari incelendiginde de benzerlikler
dikkati cekmektedir. Esas olarak her iki reseptor de inhibitdr G proteinleri olarak bilinen
Go ve G; ile kenetlidir. CB1 reseptorii uyarildigr zaman inhibe edici G proteinleri aktive
olur ve bunun sonucunda adenil siklaz inhibisyonu, mitojenle aktive protein kinazlarin
(MAPK) aktivasyonu, voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (L tipi ve T tipi Ca*?
kanallar1) inhibisyonu ve potasyum kanallarinin aktivasyonu meydana gelir. CBI
reseptorii belirli sartlar altinda Gs ve Ggni ile de baglanabilir. CB2 reseptorii
uyarildiginda meydan gelen hiicre i¢i sinyal mekanizmalar1 da olduk¢a benzerdir ancak
CB2 reseptoriiniin iyon kanallar {izerindeki etkisi degiskendir*!2. Onceki yillarda CB1
reseptorlerinin sadece plazma membraninda yerlestigi disiiniiliirken, yapilan yeni
calismalar CB1 reseptoriiniin néronal mitokondri gibi hiicre i¢i yapilarda da lokalize
oldugunu gostermistir’®. CB1 reseptdrleri santral sinir sisteminde daha cok
bulunmaktadir ve serebellum, bazal ganglionlar, hipokampus, serebral korteks,
hipotalamus, olfaktor sistem ile omurilikte yaygin olarak eksprese olmaktadir***°, CB1
reseptorli, daha c¢ok glutamaterjik, gabaerjik, noradrenerjik, kolinerjik ve diger
norotransmitterleri i¢ceren santral ve periferik sinir sonlanmalarinda bulunur ve sinaptik

gecisi diizenler’®?’

. Sinir sistemi disinda CB1 reseptoriiniin insanda prostat, over,
uterus, timus, tonsiller, hipofiz, adrenal bezler, iskelet kasi, yag dokusu, akciger, kalp,
mide, kalin barsak, karaciger, pankreas, safra kanallari, kemik iligi, 16kosit ve notrofil

gibi birgcok farkli dokuda az da olsa bulundugu gosterilmigtir®-+!

. CBI1 reseptort,
periferik ve santral dagilimindan da anlagilacagi gibi anksiyete, stres, bagimlilik,
O0grenme, bellek, yemek yeme, inflamasyon, agr1 gibi siireclerde rol
oynamaktadir®!-3742:43:44,

Insan promiyelositik 18semi hiicre dizisinden iiretilen ve tanimlanan CB2
reseptOriiniin splenik monosit/makrofajlarda da eksprese edildigi de gosterilmistir. CB2
reseptorii de, CB1 reseptorii gibi G proteini ile kenetli reseptdrler ailesi i¢inde yer alir
ve transmembranal yerlesim gosteren tek bir polipeptid zincirinden olusur®.

Yapilan ¢aligmalar CB2’nin daha ¢ok kannabinoidlerin periferik etkilerine aracilik
ettigini gostermistir. CB2 reseptorii, tim hematopoetik hiicreler tarafindan eksprese
edilmesinin yaninda, tonsiller, timus, adrenal bez, kalp, akciger prostat, uterus,
pankreas, over, testis gibi birgok dokuda bulunmaktadir®®*°, CB2 reseptdriiniin santral

sinir sistemindeki dagilimi ile ilgili farkli ¢alisma sonuglari olmasina ragmen CBI1
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reseptoriine kiyasla ¢ok az miktarda da olsa hipokampus, amigdala, korteks, striatum,
retina, serebellum gibi bélgelerde dagilim gostermektedir*®*’. Hematopoetik hiicrelerde
en yliksek oranda B hiicrelerinde daha sonra dogal oldiiriicii hiicrelerde bulunurken en

39

az oranda T4 hiicrelerde bulunur’””. CB2 tipi reseptorlerin, inflamatuvar yanitin

olugmasinda, immiin sistemin diizenlenmesinde, néron ve noron dis1 hiicrelerin
diferansiyasyonu, proliferasyonu ve migrasyonuyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir*>,
Gelistirilen sentetik kannabinoidlerin, endokannabinoidlerin ve dogal kannabinoidlerin
CBI1 ve CB2 reseptorlerine karsi selektiviteleri ve afiniteleri farklilik géstermektedir.
Bu reseptorler farkli hastaliklarin tedavileri icin yeni hedef molekiiller gibi
gozikmektedir ve bu alanda devam etmekte olan oldukca fazla sayida klinik arastirma
mevcuttur. Ancak kannabisle iliskili molekiillerden ¢ok azi ila¢ olarak klinik kullanima
girebilmistir. Kanser kemoterapisine bagli bulanti kusmanin tedavisinde ve HIV ile
iligkili kageksinin tedavisinde dronabinol (A9-THC) onaylanmistir. CB1/CB2 agonisti
olan nabilon diger antiemetiklerle yanit alinmayan hastalarda kansere bagli bulanti
kusmanin tedavisi i¢in onaylanmistir. A9-THC ve kannabidiol kombinasyonu olan
Nabiksimols kansere bagli agri1 tedavisinde ve multiple skleroza bagli spastisitenin
tedavisinde oral sprey formuyla klinik kullanima girmistir. Kannabidiol’iin likit formu
olan Epidiolex ise ¢ocuklarda nobet tedavisi i¢cin FDA’de (Food and Drug
Administration) degerlendirmededir®. Bu ilaglara ek olarak; kannabidivarin,
levonantradol, KN38-7271, Org 28611, GW842166X, S-777469 gibi reseptor agonisti
molekiillerinde klinik aragtirmalar1 devam etmektedir. CB1 antagonistleri rimonabant,
surinabant, taranabant, otenabant, ibipinobant, drinabant’in &zellikle metabolik
sendromun tedavisi i¢in denendigi calismalar hala devam etmektedir. Taranabant ve
surinabant’in nikotin bagimliligi icin Faz II c¢aligmalari tamamlanmis durumdadir.
Rimonabant obezite tedavisi i¢in klinik kullanima girmis daha sonra istenmeyen yan

etkileri nedeniyle (psikiyatrik ve ndrolojik semptomlar) kaldirilmistir®%1,
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2.1.3. Kannabinoidlerin Farmakokinetik Ozellikleri

Kannabisin genel kullanim yolu olan dumanin inhalasyonu sayesinde, hizli ve
etkili olarak akcigerlerden beyine iletilir. THC nin yaklasik olarak %30’u yan akim
dumani ve piroliz nedeniyle kullanimi sirasinda madde kaybi meydana gelir2.
Biyoyararlanim, maddenin izmarit kisminda kalmasindan ve sigaray1 icerken dumaninin
havaya karismasindan dolay1 daha da azalir. Cevreye yayilan dumandaki THC kaybinin
ise %40 - %50 arasinda oldugu rapor edilmistir. THC akcigerlere ulastiginda hizla
emilir. THC ve metabolitleri 6zellikle lipoproteinler olmak tizere %95-99 oraninda
plazma proteinlerine baglanir. Kannabis sigarasi icildikten sonra, THC hizlica dokulara
dagildig1 ve karacigerde metabolize edildigi i¢in plazma konsantrasyonu diiser.
Kannabis sigarasindan cekilen ve disar iiflenen ilk dumanin ardindan kanda THC
saptanabilir, 3 ile 8 dk sonra plazmada pik yapan, 100 ile 200 ng/mL arasinda THC
konsantrasyonlar1 gosterilmistir>,

Viicuttaki dagilimi, maddenin yiiksek lipofilikligine uygun olarak gerceklesir.
Plazmadan kannabinoid reseptdrlerinin bulundugu hedef dokulara hizlica gecer.
Psikotropik etkileri saniyeler ile dakikalar arasinda baslar, 15-30 dakikada maksimum
noktaya ulasir ve 2-4 saatte yavas yavas azalir. Oral yolla alindiginda, sindirim
sisteminden kannabinoidlerin emilimleri daha yavastir ve ilerleyen zaman igerisinde
daha diisiik plazma konsantrasyonlar1 olusturur.

Sigara olarak kullaniminin ardindan THC’nin biyoyaralanimi i¢in kaydedilen
degerler %18-50 arasinda degismektedir. Inhalasyon seklinde kullanim ve intravendz
uygulamalardan elde edilen THC plazma konsantrasyonu-zaman egrileri paralellik
gosterir ancak inhalasyon seklinde kullanimda daha diisiik konsantrasyonlar elde edilir.
Oral kullanimda ise THC konsantrasyonlarinin diisiik oldugu ve diizeylerinin yiiksek
degiskenlik gosterdigi gosterilmistir*,

THC, biiyiik bir dagilma hacmine sahiptir (10 L/kg). %97-99 plazma proteinlerine
ozellikle de lipoprotenlere baglanir. Beyin gibi yiiksek perflizyona sahip organlarda
hizli bir sekilde dagilir. Yag dokular1 gibi diisiik perfiizyona sahip dokularin i¢inde ¢ok
daha yavas dagilir. Terminal eliminasyon yar1 omrii yaklasik 1 giindiir. Ancak 3-13 giin

arasinda degisebildigi rapor edilmigtir>*3°.
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THC’nin eliminasyonunda metabolizmasi ¢ok Onemlidir. Kannabinoidlerin
metabolik yolu karmasiktir. Sadece THC i¢in 100’den fazia metabolit tanimlanmistir.
Kannabinoidler temel olarak karacigerde metabolize edilir, fakat beyin, akciger ve
bagirsaklar gibi diger dokularda da biyotransformasyona ugrayabilirler. Insanlarda
metabolizma basamagi; alilik oksidasyon, epoksidasyon, alifatik oksidasyon,
dekarboksilasyon ve konjugasyon evrelerini icerir. A9-THC’ nin
biyotransformasyonuyla mono-, di- ve tri-hidroksi metabolitleri olusur. Daha sonra
oksidasyona ugrayarak asit, karbonil bilesikleri ve onlarin hidroksi tiirevleri meydana
gelir?*2,

Aktif iki ayri mono hidro metaboliti olan “11 hidroksi(OH)-THC ve 8-
betahidroksi THC” i¢in; 8-OH daha az etkili potansiyele sahipken, 11-hidroksi-THC,
THC’ye benzer aktivite ve egilim gostermektedir. A9-THC’de bulunan tekli doymamis
siklohekzil halkasindaki alilik karbon atomunun, hepatik CYP 450 enzim sistemi
tarafindan hidroksillenmesiyle 11-Hidroksi-A9-THC olusur’®. Bu metabolit A9-
THC’nin farmakolojik olarak aktif temel metabolitidir. Kannabisin inhalasyon yoluyla
alindiginda, oral yolla alinmasina gore daha diisikk 11-Hiroksi-A9-THC plazma
konsantrasyonu saptanmistir. CYP 450 2C9, 2C19 ve 3A4 enzimleri, A9-THC’nin
oksidasyonunda gorev almaktadir. 11-Hidroksi-A9-THC’nin oksitlenmesiyle inaktif
metabolit olan 11-Nor-9-Karboksi-A9-THC meydana gelir>2.

Tek doz THC alindiktan sonra 72 saat icerisinde yaklasik dozun %70°1 metabolize
olur ve %30’u idrarla %40°’1 diskiyla atilir. Bu ylizden THC metabolitlerinin yeniden
enterohepatik sirkiilasyonu olusabilir. Degismeyen THC idrar iginde diisiik miktarda
bulunur. Idrar metabolitlerinin geri kalam, THC’nin karboksilli asit konjugatlar1 ve
tamimlanamayan asidik iirinlerinden olusmaktadir°.

Kannabisin akut etkileri arasinda en muhtemel davranissal etki, bellek
islevlerindeki bozulmadir. Dikkat ve motor islevlerinde, bellek islevlerine gore daha az
azalma oldugu rapor edilmistir. Kronik kullanicilarinin algisal-motor becerileri,
dikkatleri, sayisal-s6zel becerileri, 6grenme ve hafizalarinda azalma oldugunu tespit

edilmistir®*.
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2.2. Sentetik Kannabinoidler

2.2.1. Sentetik Kannabinoidlerin Tarihcesi

Esrarin igerisinde bulunan A9-THC ve psikoaktif etkiye sahip diger
kannabinoidler bu etkilerini CB1 ve CB2 reseptorleri iizerinden gostermektedir.
Kenevir bitkisinden esrarin ana etken maddesi THC nin 1964 yilinda izole edilmesiyle,
bu reseptor lizerine etkili maddeler {izerindeki arastirmalar artmis ve kannabinoidlerin
farmakolojik ve toksikolojik etkilerini incelemek amaci ile sentetik kannabinoid
tiirevleri gelistirmeye baslanmistir. Bunu takiben, kannabisin medikal olarak kullanimi
icin biyomedikal alanda yapilan arastirmalarda A9-THC’nin analoglar1 sentezlenmeye
baslanmistir. Genel olarak sentetik kannabioidler, viicutta cesitli yanitlara neden olan
CB-1 ve CB-2 kannabionid reseptorlerini etkileyen ¢cok genis bir madde grubudur®-4,

Sentetik kannabionidler 2004’ten bu yana piyasada bulunmaktadir. Yasal
kisitlamalardan kagmak amaci ile ‘’sokak kimyagerleri’’ tarafindan esrar benzeri
etkinlik gosteren bu psikoaktif maddelerin “’merdiven alti’’ {iretimi yapilmaya
baslanmig ve sentetik kannabinoid tiirevleri “’yasal kafa yapict maddeler’’(legal highs),
“tasarim maddeler” (designer drugs), “bitkisel kafa yapict maddeler” (herbalhighs),
“arastirma kimyasallar1” (research chemicals), “yeni esrar” (the new marijuana),
“bitmeyen hikaye” (a never ending story) gibi isimlerle internet {izerinden satiga
sunulmustur’*>?,

Sentetik kannabinoid preparatlarinin ¢cogu kannabis bitkisinde bulunan A9-
THC’e benzer psikoaktif 6zelliklere sahip birkag¢ sentetik kannabinoidin bir karigimi ile
baglanan inert bitki materyallerinden olugsmaktadir. Sentetik kannabinoidler saf halde,
kat1 veya yag olark bulunmaktadir. Sentetik kannabinoidler bir solventte ¢oziildiikten
sonra, bitkisel karigima piiskiirtiiliir. Solvent buharlastiktan ve bitkisel karisim tekrar
kuruduktan sonra paketlenir. Sentetik kannabinoid igeren bu bitkisel karigimlar genelde
3 gramhik {rlin icerecek sekilde paketler satilmaktadir. Bitkilere piiskiirttiiriilerek
piyasaya sunulan bu maddeler genel olarak “K2”, “Spice”, “Bonzai” olarak bilinmekte
iseler de ¢ok daha ¢esitli sekil ve isim altinda basta internette, marketlerde rahatlikla

pazarlanmaktadir. Paket etiketleri lizerinde agikca “ insan kullanimi i¢in degildir”,

tiitsii” veya ‘“sadece aromaterapi kullanimi i¢in” gibi yazilar icermelerine ragmen
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tamamen kisisel tilketim amaci ile yasadisi olarak iiretilmektedirler>**°. Uriinler bir
veya daha fazla sentetik kannabinoid igerebilir. Paketlerin {lizerinde genellikle inert
olarak nitelendirilebilecek bitkisel bilesenlerin ve daha seyrek olarak da dogal
psikoaktif alkaloidleri iceren bitkilerin isimleri yazmaktadir. Herhangi bir resmi
diizenleme olmamasi nedeniyle aktif farmakolojik maddeler paketlerin {izerinde
bulunmamaktadir. Sentetik kannabinoid {iriinlerinde, yagl asitler ve esterleri (linoleik
asit, palmitik asit), amit yagl asitleri (oleamid, palmitoylethanol amide), bitki kaynakli
asitler (eugenol, imol ve asetil vanillin gibi aromalar), koruyucular (benzil benzoat),
katki maddeleri (alpha-tocopherol) ve B2-adrenerjik agonist clenbuterol bulundugu
gosterilmistir. 2004 yilindan bu yana, K2 ya da Spice gibi markalar altinda marketlere
siiriilmiis bu iirlinler, standartlastirilmis madde testlerindeki diizenleme ve tespitten
kacmak icin, farmakolojik olarak aktif kannabinoidlerle birlikte tretilmektedir. Bu
kosullarda analiz stratejileri, sentetik kannabinoid iirlinlerinde tipik olarak bulunan
psikoaktif bilesenlerin saptanmasinin dnemini artirmaktadir. Sentetik kannabinoidlerin
“Spice” olarak adlandirilan bitkisel bir karistmda saptanmasi ise 2008 yilinda
olmustur**%. Yapilan analizler, kannabinoid bilesenlerinin ve dozajlarin ayn1 ambalaj

icindeki iiriinler ve partiler arasinda biiyiik oranda degisiklik oldugunu gostermistir>*>’,

2.2.2. Sentetik Kannabinoidlerin Yapilar1 ve Simiflandirilmasi

Giliniimiizde, John W.Huffman’in adim1 verdigi kannabinoidlerin JWH serisi,
Spice’ta teshis edilen tartismasiz dominant kannabinoidlerdir. JWH-018 (1-pentil-3-(1-
naftoil) indole), kolaylikla sentezlendiginden ve yiiksek farmakolojik aktiviteye sahip
oldugundan, kotiiye kullanilan ve biiyiik ihtimalle segilen ilk kannabinoidlerden
biriydi®®. JWH bilesenlerine ek olarak, Spice’ta teshis edilen diger kannabinoidler,
1960’larda Hebrew Universitesi’nde gelistirilen klasik kannabinoidler HU-210’u igerir.
1970’1lerde ise Pfizer “CP” yani siklohekzilfenoller olarak bilinen A9-THC analoglarim
sentezlemistir.  Siklohekzilfenollerin  tiirevleri ve bircok alkil homologlar
gelistirilmistir. Bunlara CP-50,556-1, CP-47,497 ornek olarak verilebilir. HU-210
yapisal olarak A9-THC’ye ¢ok benzer fakat daha giicliidiir. HU-210 sentezlenmesinin
daha zor oldugu bildirilmistir. CP-47,497 sentezlemenin daha kolay oldugu, prototip
yan iriinii CP-55,940 gibi CB1 reseptorlerinde tam agonistik aktiviteyi siirdiirdiigii
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bildirilmigtir.  Alexandros Makriyannis tarafindan sentezlenen diger indole
kannabinoidlerde ( “AM” bilesenleri) bircok Spice iiriiniinde gosterilmistir?*>4>°,

Sentetik kannabinoidler; kimyasal yapilarindaki kiigiik farkliliklara ragmen 20-26
karbon atomu igeren kii¢iik molekiillii, yagda ¢6ziiniir, apolar ve oldukca ugucu olan
bilesiklerdir. Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapilarina dayanarak yapilan
simiflama; klasik kannabinoidler, klasik olmayan kannabinoidler, eikozanoidler,
aminoalkilindoller ve digerleri olarak alt gruplara ayrilmistir.

Klasik kannabinodler (6rn. HU-210), bir dibenzopiran halkasina dayanan, yapisal
olarak A9-THC’ye benzemektedir. Klasik olmayan kannabinoider, sikloheksilfenol (CP)
serisi (0rn. CP-47,497) yapisal olarak THC’ye benzemez. Eikozanoidler anandamidin
bir sentetik analogu olan A35 olarak bilinen metanandamid gibi endokannabinodlerin
sentetik analoglaridir. Aminoalkilindoller (AAls) naftoillindoller, fenilasetilindoller ve
benzoilindolleri iceren alt gruplara ayrilabilirler. Sentetik kannabinodlerin son grubu,
indazol karboksamit (6rn. APINACA) gibi diger yapisal tipleri kapsayan “diger”
gruptur. SK’lerin analoglar1 alkil zincirlerinin diizenlenmesi veya uzunlugunun
degistirilerek modifiye edilmesiyle sentezlenebilir. Degisiklikler aromatik halkaya bir
alkil, alkoksi, halojen veya baska siibstitiientlerin eklenmesiyle de yapilabilir’.

Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi Ofisi (United Nations
Office On Drugs and Crime, UNODC), 2008-2016 yillar1 arasinda iiye 65 iilkesinden
toplam 240 adet farkli sentetik kannabinoid raporlamigtir. 2008 yilindan itibaren ortaya
cikan sentetik kannabinoidler, yasal diizenlemelerden kagmak amach siirekli yapisal
degisiklige ugramistir. Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapisinin daha kolay
anlasilmasi i¢in Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligini Izleme Merkezi (The
European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA) tarafindan ana
yap1 igin dort farkli yapida bilesik igeren model 6rnegi olusturulmustur®. Sentetik
kannabinoidler ¢ok c¢esitli kimyasal molekiillerden olusur, ancak ortak 06zellikleri
kannabinoid reseptorlerine baglanma yetene§idir. Bununla birlikte, sentetik
kannabinoidlerin ¢ogunlugunun yapisi ¢ekirdek (core), baglanti boliimii (linker),
halka/siibstitiientler (linked group) ve kuyruk (tail) boliimii olarak dort temel parcadan
olusur (Sekil 2)°*!. Bu kimyasal yapiy1 isimlendirirken sirasiyla énce baglanti grup,

kuyruk, ¢ekirdek ve baglayici yapi sdylenir’.
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Sekil 2: Sentetik kannabinoidlerin dort kimyasal ana yapi olarak gosterilmesi®!.

a) JWH-18 (¢ekirdek: indol, baglanti:metanon, halka:naftil, kuyruk:biitil)

b) THIJ-18 (¢ekirdek:indazol, baglanti:metanon, halka:naftil, kuyruk:biitil)

c) AKB-48 (APINACA) (¢ekirdek:indazol, baglanti:karboksamid, halka:adamantil, kuyruk:biitil)
d) MDMB-CHMICA (g¢ekirdek:indol, baglanti:karboksamid, halka:metoksikarbonil,
kuyruk:siklohekzilmetil).

2.2.3. Sentetik Kannabinoidlerden SF-NPB-22 Maddesinin Yapisi

Yeni tasarim psikoaktif maddelerden 5F-NPB-22°nin (1- (5-floropentil) -8-

kinolinil ester-1H-indazol-3-karboksilik asit) kimyasal yapisi Sekil 3’te verilmistir.

<+— Indazol (¢ekirdek)
kinolin (baglantil1 grup)
0]
N
0 <+— pentil (kuyruk)

\

karboksilat (baglayic1) F

Sekil 3. 5SF-NPB-22’nin (1-(5-floropentil)-8-kinolinil ester-1H-indazol-3 karboksilik asit) kimyasal yapis1
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SF-NPB-22, yapisal olarak NPB-22'ye benzeyen, indazol grubuna ait sentetik bir
kannabinoiddir. Saf SF-NPB-22, kristal form alir ve metanol, etanol, toluen, DMSO
(dimetil siilfoksit) veya DMF (dimetilformamid) gibi yaygin organik c¢oziiciilerde
¢Oziinlir. Son bahsedilen iki ¢oziiclideki ¢oziiniirlik 10 mg /ml'dir. SF-NPB-22’nin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri hakkinda, goriiniisii, ¢oziiniirliigli ve molekiil agirhig
disinda bilgi bulunamamaktadir. NPB-22 ve SF-NPB-22 arasindaki yapisal benzerlikler
nedeniyle, bu bilesiklerin farmakolojik aktivitesi, biiyiik 6l¢lide bilinmemekle birlikte
benzer olmalidir. NPB-22, JWH 018'in yapisal bir analogudur, bu nedenle her iki
bilesigin de benzer etki mekanizmasi sergiledigi sonucuna varilabilir (Sekil 4). JWH-
018, A9-THC (A9-tetrahidrokanabinol) ile karsilastirildiginda CB1 reseptdrii i¢in afinite
sabitleri Ki 9,00 = 5,00 nM ve CB2 reseptorii i¢in K; 2,944+2,65 nM olan kannabinoid
reseptorlerinin giiclii bir antagonistidir. CB1 ve CB2 reseptdrii igin sirasiyla 4 kat ve 10
kat daha yiiksek afiniteleri nedeniyle, JWH-018 daha giiclii psikoaktif oOzellikler
sergiler. Ancak, etki siiresi daha kisadir (yaklasik 1-2 saat)®2.

/ /
N
} 0 N N/N
a
0 J .
/

Sekil 4. a) 5F-NPB-22’nin b) NPB-22’nin ¢) JWH-18’in kimyasal yapisi1®%.

f/\/F
o]
b)

e dh

c)

Hill ve ark. indazol karboksilat bilesigi olan SF-NPB-22’nin sentezlenmesine
yonelik, genel bir sentetik yolun kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu nedenle,
piyasada bulunan 1H-indazol-3-karboksilik asiti standart kosullar altinda Fisher
esterlestirilmesi ile ilgili metil karboksilatlar1 olusturmuslardir. 1-(5-Fluoropentil)-1H-
indazol-3-karboksilik asit (120 mg, 0.480 mmol) CH>Cl, (3.7 mL) iginde ¢oziip,
tamamen eriyene kadar damla damla (dimetilformamid )DMF eklemislerdir. Daha sonra

oda sicakliginda 8-Hidroksikinolin (97 mg, 0.672 mmol), ardindan (1-Ethyl-3-(3-
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dimethylaminopropyl)carbodiimide) EDC.HCl (160 mg, 0.835 mmol) ve (4-
Dimethylaminopyridine) DMAP (3.0 mg, 0.02 mmol) eklemislerdir. Reaksiyon
karisgtmint 18 saat oda sicakliginda karistirmiglar ardindan H>O (10 ml) igine
dokmiislerdir. CH>Cl, (3x20 mL) ile ekstrakte edilmis, tuzlu su (10 mL) ile yikanip,
kurutulmus (MgS04), siizlilmiis ve vakum altinda c¢oziiciiden uzaklastirilmistir.
Kromatografik ayirimda [silika; petrol-EtOAc (100:0)—(40:60)] ucuk sart bir kati
olarak SF-NPB-22’yi (125 mg, %69) sentezlemislerdir®.

2.2.4. Sentetik Kannabinoidlerin Farmakolojik ve Toksikolojik Ozellikleri

SK'ler ve A9-THC arasindaki farmakolojik benzerliklerin karsilagtirilmasi, bilim
adamlar1 arasinda biiyiik ilgi goren bir konu olmustur. Bununla birlikte, SK'lerin
ayrintili farmakolojisi ve toksikolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve az sayida
insan c¢aligmas1 yaymlanmistir. SK alimiyla iligkili potansiyel riskler goz Oniine
alindiginda, klinik ve adli vakalarda tiiketimi belgelemek igin farmakodinamik ve

farmakokinetik ¢alismalara ihtiyac vardir®.

2.2.4.1. Sentetik Kannabinoid Reseptor Agonistleri ve Antagonistler

Kannabinoidlerin lipofilik dogasi nedeniyle, baslangicta bu bilesiklerin hiicre
zarin1 spesifik olmayan bir sekilde kirarak bir¢gok biyolojik etki gosterdigi
diisiiniilityordu. Bununla birlikte, A9-THC'nin kesfedilmesinden ve ardindan kimyasal
olarak sentezlenmis birka¢ kanabinoidin ortaya ¢ikmasindan sonra, beyindeki
kannabinoid baglanma alanlarinin basarili bir sekilde haritalanmas1 ve farmakolojik
karakterizasyonu ile CB1 ve CB2 olarak adlandirilan iki kannabinoid reseptorii
tanimlanmistir.  Bunlar adenil siklaz aktvitesini baskilayan G proteinine bagh
reseptorlerdir® o3,

SK'ler, hem CB1 hem de CB2 reseptorlerinde daha yiliksek baglanma afinitesi
sergileyen yapisal 6zelliklere sahip maddeler olarak adlandirilir. Cesitli caligmalar, A9-
THC'nin CBI reseptoriiniin giiclii bir aktivatorii oldugunu, psikoaktif olmayan CBD'nin

CBI veya CB2 reseptorlerine dogrudan baglanmadigini bildirmistir; bunun yerine, her

iki tiir reseptorii de uyarir. Bu gergege ragmen, CBD, CBI1 reseptoriiniin dogrudan
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blokaj1 yoluyla A9-THC'nin etkisini modiile eder. Bu modiilasyon, anksiyete, disfori,
panik reaksiyonlar ve paranoya gibi A9-THC tiiketiminden kaynaklanan istenmeyen yan
etkilerde bir azalmaya yol agar ve ayrica A9-THC terapotik aktivitesini iyilestirdigi
bilinmektedir®®’. Cogunlukla agonist ve antagonist kannabinoidlerin bir karisimini
iceren esrarin aksine, sentetik kannabinoid bilesikleri, seciciliklerinde, potenslerinde ve
islevlerinde farkliliklar gosterirler. A9-THC'den daha giiclii ve etkili kannabinoid
reseptor agonistleri olarak islev gosterirler®®®. Ayrica, bu sentetik maddeler, aksi
takdirde A9-THC'nin psikoaktif ozelliklerini etkisiz hale getirebilecek CBD gibi
kannabinoidlerden yoksunlardir.

CBI1 reseptoriiniin aktivasyonu, hiicresel siklik adenosin monofosfat (cAMP)
seviyelerini azaltir ve kannabimimetik yanitlar1 ortaya ¢ikarir. SK agonistleri, voltaj
kapili iyon kanallar1 ile etkilesime girer ve membran potansiyellerini azaltarak
potasyum, sodyum ve kalsiyum kanallarini inhibe eder’’.

Kannabinoid reseptorlerinin karmasik molekiil yapisi, tek bir reseptoriin birden
fazla bilesik sinifin1 tanimasina izin verir. Cok cesitli kimyasal yapilar nedeniyle, SK'
ler, kannabinoid reseptdrlerinin her ikisine de cesitli baglanma dereceleri ile baglanirlar.
Dahasi, bir¢ok SK, farmakolojik potenslerinde farklilik gosterebilen kiral merkezler ve
stereoizomer formlar1 sunar’'. SK' lerin kenevir benzeri biyoaktivitesi gogunlukla JWH-
210, HU-308 ve WINS55,212-2 gibi CB1'de agonist olmasindan kaynaklanmaktadir. Ek
olarak, bu psikoaktif maddeler ayrica kenevir benzeri etkiler iiretmeden kannabinoid
reseptorlerine baglanma yetenegine sahiptir’>">.

Bitkisel iirtinlerde tespit edilen SK' lerin ¢ogu, CBI1 reseptoriinde A9-THC'den
daha yiiksek afinite ve daha diisiik inhibitor sabit (K;) degerlerine sahiptir. CB1 ve CB2
reseptorleri i¢in SK afiniteleri, tritiathi kannabinoid reseptdr ligandlar1 ve beyinden
(CB1 bakimindan zengin), dalaktan (CB2 bakimindan zengin) elde edilen membranlar
kullanilarak veya CB1 veya CB2 reseptorleri ile transfekte edilmis kiiltiir hiicreleri
kullanilarak deney olarak belirlenmistir®.

Kotliye kullanim ilaci olarak kullanilan bilesiklerin ¢ogu, hem CB1 hem de CB2
reseptOrii icin 1 ila 10 nM veya 10 ila 100 nM araliginda Ki'ye sahiptir. SK'lerin
endojen kanabinoid reseptorlerine daha yliksek afinitesi, dogal kenevire gore daha giiclii
bir etki yaratir®. JWH bilesiklerinin ailesi cok sayidadir ve kimyasal yapilar1t A9-THC'
ninkilerden biiyilik 6lciide farkli olsa da, CB1 ve/veya CB2 reseptorlerine kars1 daha
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yiiksek bir afiniteye sahiptirler ve A9-THC'den daha etkilidirler’* JWH-018, CB1
reseptorleri icin dort kat afiniteye ve CB2 reseptorleri i¢in 10 kat afiniteye sahipken,
JWH-015, CB2 i¢in CBl'e gore 28 kat daha yiiksek olan secici bir CB2 reseptor
agonisti olarak islev goriir”.

In vitro deneyler, secici agonistler JWH-015, JWH-133 ve HU-308 ile karisik
CB1-CB2 reseptor agonistleri WINS55,212-2 ve HU-210'un, Alzheimer hastaliginda
biligsel bozuklugu ve noronal kayb1 onleyen toksik AP peptidinin farkli tiirlerine maruz
kalan mikroglial hiicre kiiltiirlerinde pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini azalttigini
gdstermistir®7S,

Cogu SK’nin insanlardaki farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklerine dair
cok az sey bilinmektedir. Lipofilik olan bu molekiiller, biiyiik olasilikla yiiksek dagilim

hacmine sahiptir ve kronik kullanim sonrasinda viicudun yag i¢eren kompartmanlarinda

depolanirlar®.

2.2.5. Sentetik Kannabinoidlerin Farmakokinetigi

Bazi maddeler kontrol edilirken, yeni nesil SK'ler yasadist uyusturucu
doldurmakta ve yapilarindaki hafif bir degisiklik ile daha yiiksek etki ve verimlilikle
sonuglanmaktadir’’. Ayrica her bitki karisimda birden fazla madde tiiriiniin bulunmasi
ve zamanla diger maddelerin eklenmesi, en deneyimli kullanicinin bile ne tiikettigini
bilmemesine neden olmaktadir. Sonug olarak, istenen 6fori etkisini elde etmek igin daha
yiiksek dozlara ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu nedenle, asir1 doz nedeniyle ongoriilemeyen
biyolojik etkiler ve zehirlenmeler gergeklesmektedir’”.

Adli toksikolojide, SK'lerin farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklerinin
acikliga kavusturulmasi, zehirlenmis bireylerden, 6zellikle de 6liimden sonra elde edilen
analitik sonuclarin yorumlanmasi agisindan &nemlidir’®. Ornekler maddeyi alma
zamanina yakin bir zamanda toplanirsa, SK’ler insan kaninda ve/veya oral sivida tespit
edilebilir. Karinen ve ark., uyusturucu etkisi altinda ara¢ kullanan kisilerden toplanan
tam kan Orneklerinde ilk kez APINACA, 5F-APINACA, UR-144 konsantrasyonlarini
rapor etmis ve degerleri diger SK'ler icin daha Once bildirilen konsantrasyonlarla

karsilastirmiglardir. Sonug¢ olarak, yazarlar, farkli olgulardan elde edilen sentetik

kannabinoid konsantrasyonlar1 hakkinda daha fazla rapora ihtiya¢ olduguna dikkat
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cekmislerdir. Olgularda belirlenen konsantrasyon araliklar1 ve konsantrasyonlar bilgisi,
uygun analitik yOntemlerin olusturulmasina ve olast tehlikeli konsantrasyon
araliklarinin degerlendirilmesine yardimei olabilir®80,

Idrar, noninvaziv toplama, yeterli numune, daha yiiksek ila¢ konsantrasyonlar1 ve
kan veya oral sividan daha uzun siire tespit edilebilme nedeniyle uyusturucu testi i¢in en
yaygin matristir®!. Bununla birlikte, SK'lerin kapsamli metabolizmas1 nedeniyle, ana
bilesikler idrarda nadiren goriiliir, bunun yerine metabolitleri agirlikli olarak atilir ve bu
son bilesikler baslangicta bilinmediginden tespiti zorlastirir®#3. Viicut srvilarinim analizi
biiyiik ol¢lide ana ilacin tespitine dayanir ve ana ilag metabolize edildikten sonra ilacin
tiikketimi metabolitlerle ilgili veriler olmadan kanitlanamaz®. Ayrica doza ve alindiktan
sonraki siireye bagl olarak kanda metabolitler bulunabilir®.

SK’ler genelde sigara seklinde igilse de buhalagtirma, oral ya da rektal yol ile
kullanim da bildirilmistir. Parenteral yolla kullanimi ise heniiz bildirilmemistir.
Icildikten hemen sonra akcigerlerden absorbe edilmesi ve kisa siirede beyin gibi diger
organlara tekrar dagilimin gergeklesmesiyle SK’lerin etkinligi genelde bir ka¢ dakika
icinde baglar. Ancak oral kullanim sonrasinda, gida alimina, sindirim aktivitesine ve ilk
gecis etkisindeki degisikliklere bagli olarak etkinin baglamasinda bir gecikme olabilir.
Lipofilik olan bu molekiiller, biiyiik olasilikla yiiksek dagilim hacmine sahiptir ve
kronik kullanim sonrasinda viicudun yag igeren kompartmanlarinda depolanirlar®.

"Bitkisel tiriinlerde" bulunan SK'lerin ¢gogunun metabolizmalariyla tam olarak
karakterize edilmemis olsa da, kapsamli oksidatif metabolizmay1 gdsteren birkag yol
gosterici  veriler mevcuttur. Son bulgulara gore, SK'ler faz 1 ve faz II
biyotransformasyon reaksiyonlar1 ile biiyiik 6l¢iide metabolize edilirler. Bu maddeler
oncelikle sitokrom P450 enzimleri (CYP) ile oksitlenir, burada oksitlenmis metabolitler
olusur ve daha sonra ikinci bir metabolik faz i¢in substrat olarak hizmet eder, yani
UDP-glukuronil transferaz (UGT) adi verilen bir enzim smnifi tarafindan
glukuronidasyon ve/veya siilfasyon basamaklar1 ve son olarak bobrek atilimi
gerceklesir. Sekil 5 'te, CYP ve UGT enzimleri tarafindan iiretilen ana metabolitlerle
SK'lerin emilimi, dagilimi, metabolizmast ve atilimi hakkinda sematik bir Ozet

gosterilmektedir®.
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Sekil 5. SK'lerin emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve atilimimnin sematik 6zeti®.

Genel olarak, oksidatif metabolizmada mono-, di-, ve tri-hidroksilasyon,
karboksilasyon ve N-dealkilasyon bilesikleri olugmaktadir. Hidroksilasyon islemi
alifatik zincir, indol, naftalen veya ikincil olarak karboksilik asitlere metabolize
edilebilen ve daha sonra glukuronik aside konjuge edilebilen aromatik halkalarda
gerceklesird!:83-85,

SK metabolizmasmin ilk raporlari 2000'lerin basinda yaymlanmistir ve WIN-
55,212-2%  AM-6308 ve JWH-015'in%8 gibi sentetik bilesenlerin in  vitro
metabolizmasina odaklanmistir. Ancak, JWH-018'in eglence amacgli bir ila¢ olarak
poplilaritesi, kisa silire sonra insan in vivo metabolizmasimni 6n plana cikarmistir.
Sobolevsky ve ark., ardisik kiitle spektrometresi ile birlikte gaz ve sivi kromatografisi
kullanarak idrarda iki ana JWH-018 monohidroksilli metabolit tanimlamislardir®.
Chimalakonda ve arkadaglarinin (2012) in vitro ¢alismalarinda oldugu gibi, JWH-018
metabolitlerinin neredeyse tamamen glukuronid konjugatlar1 olarak atildig
gozlenmistir®®. Toennes ve ark. (2017), JWH-018'in olumsuz etkilerini degerlendirmek
icin bir pilot calisma gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismada, JWH-018 ve metabolitlerinin
farmakokinetik 6zellikleri, 2 ve 3 mg kannabinoidin kontrollii inhalasyonundan 12 saat
sonra alman kan Ornekleri kullanilarak belirlenmistir. Kandaki JWH-018
konsantrasyonlari, inhalasyondan sonra dakikalar i¢inde maksimuma ulasmis ve
bunlarin zaman siireci, bir ¢ok alanda dagilim/eliminasyon oldugunu gostermistir. Ayni
durum, konsantrasyon seviyeleri ana bilesikten on kat daha diisiik olan kan

numunelerinde tespit edilen alt: kanabinoid metabolitiyle dogrulanmistir®°!,
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2.2.6. Sentetik Kannabinoidlerin Etkileri

Sentetik kannabinoidlerin etkileri esrar benzeri olarak belirtilse de, klinik raporlar
etkilerinin daha siddetli oldugunu ve olumsuz durumlarin daha sik goriildigini
gostermektedir. Yapi-aktivite iligkisi analizleri bazi bilesimlerin kannabinoid reseptdrler
icin daha yiiksek etki ve benzerlik sergiledigini ortaya koymasina ragmen mevcut
bilgiler bu bilesimlerin A9-THC zehirlenmesi benzeri etkilerinin bir koleksiyonunu
olusturdugunu belirtmektedir. JWH-018, CP-55,940 gibi en kuvvetli kannabinoidlerden
bazilariyla rekabet eden ve A9-THC’den yaklasik 5 kat daha etkili bulunan maksimum
etki yogunluguna sahip CBI1 reseptorlerinde tam agonist olarak tanimlanmaktadir.
Klinik durum verileri, mide bulantisindan daha ciddi sempatomimetik benzeri
semptomlara ve psikoza kadar degismektedir. Kannabinoidlerin, duygusal siireci,
duyusal algiy1 ve gelen duyusal bilginin elaborasyonunu giiclii bir sekilde etkiledigi
bilinen fizyolojik siirecin genis spektrumu iizerinde etkileri vardir®*.

Kannabinoidler, GABA salinimini azaltarak ve hiicre dis1 glutamat ve dopamin
seviyelerinin artirarak prefrontal korteks sinir fonksiyonunu modiile ederler. Bu kanitlar
g0z Oniine alindiginda, SK’lerin uzun siireli kullaniminin duygusal islemede ve bilissel
islevde 6nemli degisikliklere neden olabilecegi varsayilabilir>.

Akut etkileri anksiyete, ajitasyon, tasikardi, psikoz gibi psikiyatrik ve tibbi etkileri
bir arada gosterir. Bunlar1 gosteren kisilerde dudak kurulugu, bas donmesi, bas agrisi
kaydedilen fizyolojik yan etkileridir. SK’ler ile ilgili acil tedavi gerektiren ciddi
toksisite durumlar1 akut bobrek yetmezligini, ndbetleri ve miyokardiyal enfarktiisii

icerir’.

2.2.7. Sentetik Kannabinoidlerde Toksikolojik Analiz Yontemleri

Sentetik kannabinoid tirtinlerinin siirekli degisen bilesimleri, bu yeni potansiyel
uyusturucu kullanimin ve istismarmi tanimlamaktan sorumlu laboratuarlara 6nemli
yiikler yiiklemektedir. 2011 yilinda sentetik kannabinoidlerin ve/veya metabolitlerinin
kullanicinin  idrar  Orneklerinde standart laboratuar testleriyle saptanamadigi

bildirilmistir?*"3,
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Bu maddelerin hizli ve etkili bir sekilde tespit edilmesini saglayacak analiz
yontemlerinin gelistirilmesi, hem madde kullanimini teyit etmek hem de bu maddelerin
farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri ile ilgili ileri testlerin yapilmasi igin
gereklidir®. Madde kullanimini belirlemek icin idrar, serum, kan, oral sivi ve sag
ornekleri kullanilmaktadir. Sa¢ ve oral sivida ana madde analiz edilirken, idrarda
metabolitleri saptanmaktadir®**,

Bugiine kadar viicut sivilarmin analizi biiylik oranda ana maddenin tespitine
dayandigindan, ana madde bir kez metabolize olduktan sonra metabolitlerle ilgili yeterli
veri olmadan madde kullanimi1 kanitlanamaz®®. Bu nedenle, idrarda SK’lerin analizi igin
analitik metotlar gelistirilmeden Once, ana maddelerin baslica metabolitleri
tanimlanmalidir®°2,

Numune hazirlama, biyolojik numuneyi analitik arastirma i¢in uygun bir forma
dontistiirmek i¢in analitik siirecin dnemli bir asamasidir. Ekstraksiyon agsamasi, numune
hazirlama prosediiriiniin ana parcasidir ve analiz siireci igin iki Snemli avantaj sunar. Ik
olarak, bozucu matris bilesiklerini (proteinler, tuzlar ve fosfolipitler gibi) ortadan
kaldirir. ikinci olarak, hedef ilaclar1 yogunlastirir, duyarliligi arttirir ve daha diisiik
tespit limitlerine ulasir. Stvi kromatografi-ardisik kiitle spektrometrisinde (LC-MS/MS),
endojen matris bilesenlerine bagli olarak ilacin iyonizasyon siirecindeki bir degisiklik
olan matris etkisini azaltmak i¢in uygun numune hazirlama 6nemlidir. Matris etkileri,
hedef ilacin MS yanitin1 degistirerek iyon artisi (sinyalde artis) veya baskilama (sinyal
kayb1) ile sonuglanarak yontemin kesinligi, dogrulugu ve saglamligi iizerinde etkiye
neden olabilir. Basit seyreltme, protein ¢okeltme, sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE), kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE), destekli sivi ekstraksiyonu (SLE) ve tuz ile fraksiyonlama
((Salting-out) SLLE), sentetik kannabinoidlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan
tekniklerdir®*.

Biyolojik numunelerde SK'leri ve metabolitleri incelemek i¢in immiinolojik testler
(6rnegin 'ELISA' (enzyme linked immunosorbent assays)) ve gaz kromatografi kiitle
spektrometresi (GC-MS), s1vi kromatografi/ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
gibi ayirma yontemleri kullanilmigtir.

Immiinoassay, negatif numuneleri elimine etmek igin ilk tarama testi olarak
kullanilan hizli bir tekniktir. Hizli olmasina ragmen, diisiik 6zgiilliik gibi sinirlamalar

vardir. Dahasi, ¢apraz reaktivite ve yanlis pozitifler meydana gelebilir ve bu nedenle
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toksikologlar, tiim pozitif immiinolojik test bulgularimin kromatografik analiz ile
yeniden test edilmesi ve onaylanmasi gerektigini tavsiye etmektedir®. Gergekten de,
immiinoassay yontemlerle yapilan genel kannabinoid tarama testleri, bu sinif bilesikleri
yeterli ozgiilliikle tespit etmede etkisizdir.

Ayrica, yeni gelistirilen sentetik kannabinoidler, referans materyallerin
eksikliginden dolayr kiitle spektrometrisiyle (MS) birlestirilmis gaz veya sivi
kromatografi (LC) kullannomina dayanan hedeflenen analitik prosediirlerle belirlenemez.
Buna ek olarak, idrar analizleri, bu maddelerin hizla ¢ok sayida ¢ogu bilinmeyen veya
heniiz tam olarak karakterize edilmemis metabolitlerine doniistiigii ger¢egiyle daha da
karmagik hale gelmektedir. Bu nedenle, sentetik kannabinoidlerin yeni sentezlenmis
varyantlarini tanimlanmasinda gereken zamani biiyiik 6l¢iide azaltmak i¢in yeni analitik
prosediirlerin gelistirilmesi gerekli hale gelmektedir®.

Gaz Kromatografi-Kiitle Spektorometresi (GC-MS), ¢ogu laboratuvarda biyolojik
orneklerde kotiiye kullanilan ilaglarin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir aywrma teknigidir. Bununla birlikte, GC-MS, analitlerin kiitlelerinde
yiiksek alitkoyma ve smirlama gibi baz1 dezavantajlara sahiptir. Ayrica, termal olarak
kararsiz olan bilesikler, GC enjeksiyon portunda ayrisabilir. Amino veya hidroksil
gruplar1 gibi polar bir fonksiyonel gruba sahip olan ¢ogu bilesik, madde ile kolon sabit
faz1 arasinda analitin zayif bir sekilde algilanmasina yol agan polar bir etkilesime neden
olabilir. Bu problemlerin {istesinden gelmek i¢in bu bilesiklerin ekstraksiyon
asamasinda tiirevlendirme adiminin eklenmesi gerekir. Tiirevlendirme, molekiiliin
fonksiyonel gruplarini ve kimyasal 6zelliklerini degistirerek bilesiklerin sabit faz ile
daha az tepkimeye girmesi saglanarak daha kararli hale getirebilir. Tiirevlendirme
ayrica duyarlilig1 ve 6zgiilliigl arttirmak, pikin seklini iyilestirmek, polar bilesiklerin
kuyruklanmasini azaltmak ve uguculugunu ve iyonlagsmasini arttirmak icin kullanilir.
Bununla birlikte, bu ekleme asamasi daha fazla zamana ve toksik reaktif kullanilmasina
neden olabilir. Ayrica, baska bir olasi hata kaynagi da ortaya ¢ikarabilir. SK’larin
analizinde, bilesiklerin tespit edilebilirligini ve stabilitesini arttirmak ve analitik
etkinligi arttirmaya yardimci olmak i¢in GC analizinden 6nce bir tiirevlendirme adimi
icermesi dnemlidir®.

SK'lar, aktif ve polar fonksiyonel gruplar iceren organik bilesiklerdir ve farkli

tirevlendirme reaktifleriyle reaksiyona girebilirler. Aslinda SK'ler GC-MS analizi i¢in
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ideal bilesikler degildir ¢iinkii bunlar notr ila zayif asidik bilesiklerdir ve yiiksek
molekiiler agirliga sahiptirler. Baz1 SK'lerin GC-MS kullanilarak analiz edilmesi ¢ok
zordur. Genel olarak, GC-MS'in duyarlilig1 diisiiktiir, bu da biyolojik numunelerdeki
zellikle kandaki SK’larm belirlenmesini zorlastirir™ .

Stv1 kromatgrafi (LC), SK'lar ve bunlarin metabolitlerini igeren farkli tipteki
biyolojik numunelerinin analizi i¢in en popiiler tekniktir. SK’larin analizinde, ¢ogu sivi
kromatografi kiitle spektrometrisi (LC-MS) metodunda oldugu gibi, mobil fazin organik
¢Oziiciisii olarak metanol veya asetonitril yaygin olarak kullanilir. Asetik asit, formik
asit veya bunlarin tuzlari, esas olarak, duyarliligi artirmak {izere iyonlagsmay1 arttirmak
icin tampon katki maddeleri olarak secilir. C18 kolonlari, SK'ler ve bunlarin
metabolitlerinin s1vi kromatografi sirasinda ayrilmasi i¢in kullanilir.

LC'nin kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile kombinasyonu, maddeleri tanimlama i¢in
giiclii bir analitik aractir. Ikili kiitle spektrometrisi (ardisik kiitle spektroskopisi),
SK’larin tespiti i¢in daha ¢ok tercih edilen bir cihazdir, ¢linkii maddelerin kimyasal
yapilart hakkinda tek kiitle spektrometrisinden daha fazla bilgi sunmaktadirlar. Kiitle
spektroskopi tespiti tam tarama, {iriin iyon tarama modu, se¢ilmis iyon izleme (SIM) ve
coklu reaksiyon izleme (MRM) ile gergeklestirilebilir. Ancak tam tarama modu
hassasiyeti azaltir ve bu diisiik konsantrasyonlardaki analitler i¢in yanlis negatif
sonuclara neden olabilir. SIM ve MRM modlar1 hassasiyeti artirir, ancak bilesikler ve
pargalanma modelleri hakkinda bilgi sahibi olmak énemlidir’.

Maalesef su anda, yeni tasarin psikoaktif maddelerin tiiketilmesinin tiim teshisleri,
kullanicilarin  kendilerinin bildirdigi tibbi ge¢misi dayanmaktadir. Gergekte, yeni
tasarim maddelerin aktif igeriginin bliyiik ¢esitliligi, ¢ogu durumda saf standartlar,
kromatografik alikonma ve Kkiitle spektrometrisi (MS) fragmantasyon {iriinlerinin
neredeyse hi¢ mevcut olmamasi gibi durumlardan dolayi, maddelerin tanimlanmasini
son derece zorlastirmaktadir. Bu gerekgelerle, modern adli toksikolojideki mevcut
analitik yontemler, yani immiinokimyasal teknikler ve tekli/iiclii kuadrapollii gaz veya
stv1 kromatografisi, iyon tuzakli MS gibi sistemler yetersizdir.

Bir ¢ogu ucus zamanli kiitle spektrometresine (TOF MS) dayanan yiiksek
¢oOziiniirliikli kiitle spektrometrelerinin (HRMS) yakin zamanda piyasaya siiriilmesi,
molekiiler tanimlama i¢in yeni kriterlerin belirlenmesine neden olmustur. Bilinmeyen

bir bilesigin dogru molekiiler kiitlesi (izotoplar1 ile birlikte), molekiiler formiiliiyle
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iligkilendirilebilir; bu, kolayca bulunabilen veri tabanlarinda arama yapilarak, madde
tanimlamasi i¢in 6nemli ipuglari saglayabilir. Bu tanimlama siireci, prensip olarak, saf
referans standartlarinin varligin1 veya analitin fragmantasyon spektrumlarimin bilgisini
gerektirmez. Bununla birlikte, olas1 izobarik bilesiklerin sayis1 nedeniyle,
fragmantasyon spektrumlar1 dahil olmak iizere, kesin pik tanimlamasi i¢in ek kanit
gereklidir. Bir Q-TOF analizorii, yiiksek ¢0Oziiniirlikte kaydedilen parcalanma
verileriyle entegre edilebilen iistiin hassasiyet ve yiiksek kiitle dogrulugu ile tam tarama
kazanimlar1 gerceklestirir. Bu 6zellikler, prensip olarak, izlenecek kiitlelerin énceden
tanimlanmasina gerek kalmadan simirsiz sayida kimyasal bilesenin tespitine izin verir,
bu da Q-TOF'u biyolojik numunelerin toksikolojik taramasi i¢in degerli bir sistem
haline getirmektedir”®.

Simdiye kadar, bitkisel iirlinlerdeki ve sacg, oral sivi, kan ve idrar gibi biyolojik
numunelerdeki sentetik kannabinoidleri tespit etmek i¢in ¢ok sayida analitik prosediir
gelistirilmistir. Bu baglamda, en genis bilesik yelpazesini tespit edebilen analitik
stratejiler, yiiksek ¢oziliniirliikli kiitle spektrometresi tekniklerinin  kullanimina
odaklanmigstir®.

Sentetik kannabinoid ve metabolitlerinin ayrilmasinda, olasi yapilarinin
aydinlatilmasinda sivi kromatografi kiitle spektrometrisi (LC/MS), yliksek ¢oziiniirliiklii
sivt kromatografi kiitle spektrometrisi (HR-LC/MS), sivi kromatografi ucus zamanlh
kiitle spektrometrisi (LC/Q-TOF MS), matriks destekli lazer desorpsiyonu/ugus kiitle
spektroskopisinin iyonlasma siiresi (MALDI-TOF)®? gibi teknikler kullanilmaktadir.

Validasyonu yapilmis ve standardize edilmis yeni test sistemlerinin
gelistirilmesine ragmen, kotiiye kullanimi olan potansiyel uyusturucularin sonu olmayan
arzi, adli ve saghk kurumu c¢alisanlarinin sentetik kannabinoidlerin analizi
konusundakileri arastirmalara yonlendirmektedir. Ne yazik ki, yeni tasarim
uyusturucular diinya c¢apinda iin kazandikg¢a, hastalik hali ve 6lim raporlar1 artmaya
devam etmektedir. Bu alanlarda yapilan toksikolojik arastirmalarla bir takim tutarh
ilerlemelere ulasilmissa da daha verimli olabilmek i¢in konu iizerinde hazirlanmis
rehberlere ihtiyag vardir®*.

Farmasotik denemeler i¢in yapilan pre-klinik calismalarda denenen ilaglarin
metabolizmalarinin ve olusan metabolitlerinin belirlenmesi, etik nedenlerden ve

kullanilan maddelerin toksik etkilerinin tam olarak bilinememesinden dolay1 belirli
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asamalar kat edilene kadar non-human (insanin kullanilmadigi) deney modelleriyle
gerceklestirilmektedir. Insanla kiyaslandiginda hayvan deneylerinde belirgin derecede
metabolik farkliliklarin gézlemlenmesi, hayvan deneylerinin 6nemli dezavantajlarindan
biridir®®. Bu dezavantaj bir ilacin metabolik profilinin olusturulmasinda tam olarak

100 Metabolizma ¢alismalari i¢in bu

dogru sonuglar elde edilememesine yol agmaktadir
sorun goz oOniinde bulunduruldugunda, son zamanlarda farkli insan temelli teknikler
gelistirilmistir. Insan karaciger hiicreleri metabolik siirecte olaya miidahil olan tiim
enzim gruplari igerdiginden, ilag metabolik profili olusturulmasi i¢in en uygun
materyal olarak gériilmektedir®®!®. Mikrozomlar, hepatik faz I reaksiyonlarmnin in-vivo
denemelerde gozlenmesi i¢in en uygun bilesenlerdir ve madde ile kisa siireli
inkiibasyonlariyla metabolit olusumu gozlenmektedir'®"1°2, Karaciger mikrozomlarinda
faz I reaksiyonlar1 sonucu olusan metabolitler, yine karaciger hiicreleri tarafindan faz II
reaksiyonlarmma ugratilir ve canli sistem igerisinde gerceklesen denemelerin daha
kontrollii bir sekilde gergeklestirilmesine olanak saglarlar. In vitro hepatik modellerin

kullanilmast klinik 6ncesi yapilan denemelerin daha rasyonel sonuclar vermelerini

saglamistir.

2.2.8. Yasal Durum

EMCDDA (Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig: izleme Merkezi) yeni
uyusturucu maddeler ile miicadeleyi kolaylastirmak i¢in EWS (Early Warning System)
ad1 verilen ve EMCDDA’e bagli ulusal birimler igerisinde (Tiirkiye’de TUBIM) yer
alan erken uyar1 gruplari kurmustur. Bu gruplar araciligi ile EMCDDA’e yapilan
ithbarlar tiim tiye ilkelerle paylasilmakta ve bu sayede maddeye karsi erken onlem
alinabilmektedir. Yeni ¢ikan maddeye iliskin ihbarlar belli boyutu astiginda EMCDDA
Europol ile birlikte genisletilmis bilimsel kurulunu toplayarak madde hakkinda ortak
rapor hazirlamaktadir. Bu raporda maddenin kimyasal ve fiziksel tanimi, sokak ismi,
yakalamalarin miktari, formu, kullanici miktari, nasil el degistirdigi, iiretim yontemi,
uyusturucu trafigi, kullanicilardaki saglik ve sosyal riskleri, maddeye bagli zehirlenme
ve Olim wvarlig, halen herhangi bir Avrupa Birligi’ne iiye tlkede yasaklanip
yasaklanmadig1, kimyasal prekiirsorleri yer almaktadir. Rapor sonucunda ulasilan sonug

maddenin tehlikeli oldugu yoniinde ise iiye iilkelerin 180 giin icerisinde maddeyi yasa
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kapsamina almalar1 istenmektedir. Simdiye kadar hazirlanan ortak raporlar MCPP
(2005), BZP (2007) ve Mephedrone (2010) ile ilgilidir'®*'®, Bu sistemin uyusturucu
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maddelerle miicadelede onemli olabilecegi diisiiniilmektedir™™. Tiirkiye’de Tiirkiye

Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilign izleme Merkezi (TUBIM) koordinasyonunda
Erken Uyari Sistemi (EWS) bazi SK’larin bildirimini yapmustir!'®.

Tiirkiye’de SK’in bir kismi1 22.05.2013 tarihli ve 2013/4827 sayili kararname eki
listesinde yer alarak yasadist madde olarak ilan edilmistir. AM-2201,RCS-4, JWH-201,
JWH-302, JWH-018,JWH-019,CP-47 vb. etken maddeler 13.02.2011 tarihinden
itibaren 2313 sayili yasa kapsamina alinmustir'®’. Bu tarihten sonra da 2013 yilinda 30
adet, 2014 yili Mayis ayr itibar1 ile 52 adet SK yasakli maddeler kapsamina
alinmustir'®, 24 Subat 2015 tarihinde yapilan kanun degisikligiyle ‘bonzai’ gibi
sentetik uyusturucu maddeler Tirk Ceza Kanunu kapsamina alinmistir. 5237 Sayili
Tiirk Ceza Kanunu’nun 188. maddesinin dordiincii fikrasina ‘morfin’ ibaresinden sonra

gelmek iizere ‘sentetik kannabinoid tiirevleri’ ibaresi eklenmistir'%,

2.3. Insan Hepatositlerinde Mikrozomal Calismalar

Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda
0zel olarak tasarlanmis kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek
kontaminasyondan ari bir sekilde yasatilmasidir. insan da dahil olmak iizere herhangi
bir canlidan alinan hiicrelerin suni ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve bir¢ok etik kaygiyr gidermesi, hiicre
kiiltiirii calismalarmin tercih sebepleri arasinda yer almaktadir'®. Hiicre kiiltiiriiniin
sikca tercih edildigi alanlar kanser, asi caligmalari, ilag gelistirilmesi ve in vitro
sitotoksisite ¢alismalaridir!'°.

Sitotoksik terimi, hiicre 6liimiine neden olan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite
arastirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadigiin belirlenmesi
amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalari, gerek uygulama kolayligi,
gerekse in vivo ¢aligmalardan elde edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle, hayvan
deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji laboratuvarlarinda sikga tercih edilir

hale gelmistir'!!. Sitotoksisite, incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli

olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik
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maddeye maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 0Olebilir ya da
sitostazis nedeniyle proliferasyon ozelliklerini kaybedebilirler''?. Hiicre bazli
sitotoksisite ¢alismalari ile test edilen maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda
temel bilgi edinilir''®. Deneysel olarak kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere
maruz birakilan hiicrelerin, maruziyet sonrasindaki canliliklarinin belirlenmesi, bu
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calismalarin 6nemli bir basamagidir''*. Hiicre canlilifinin belirlenmesi i¢in uygulanan

cok sayida test vardir. Yapilan sitotoksisite ¢alismasinin tipi ne olursa olsun, énemli
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olan c¢alisma sonundaki canli/6lii hiicre miktarinin belirlenmesidir'*°. Sitotoksisite

belirleme metodlar1 genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemlerdir''*>

"7

Kolorimetrik metodlarda,3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir
(MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil )-2H-
tetrazolyum MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil )-5-(2,4-disiil fofenil )-2H-
tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak renk degisikligi ya da kristal
viyolet, notral kirmizis1 gibi boya maddeleri kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi
esasina dayal dlgiim yapilir! 13118119,

Luminometrik metodlar, floresans ve biyoliiminesans olarak ikiye ayrilmaktadir.
Floresans metodlarda, floresans ozellikteki maddeler kullanilirken, biyoliiminesans
metodlarda lusiferaz denilen 6zel enzimler ve bunlarin substratlarinin kullanimi ile
canl/6li hiicre tespiti yapilmasi s6z konusudur. Daha gelismis biyoliiminesans
metodlarda (ger¢cek zamanli biyoliiminesans), hiicrelerin sitotoksik madde ile
maruziyeti, sadece testin yapildigr anda degil, maruziyet siiresince incelenebilir hale
gelmistir'?°.

Hiicre hasarini ya da 6liimiinii takiben vasata sizan enzimler de 6lii hiicre sayisinin
belirteci olarak ele alinmistir. Bu enzimler igerisinde stabilitesi ile one ¢ikan laktat
dehidrojenaz (LDH), hiicre oliimii belirteci olarak canlilik testleri arasindaki yerini
almustir'?!, Hiicre sayis1 tespitinde kullanilan metotlar igerisinde, mikroskopi (tripan
mavisi ile boyama-thoma lami) ya da elektronik sayici ile otomatik sayim gibi, 6zellikle
rutin hiicre kiiltiirii islemlerinde kullanilan metodlar da bulunmaktadir'??.

Sentetik kanabinoidlerin hiicre hatti lizerindeki toksikolojik profili iizerine giincel

caligmalar, kannabinoid reseptdr bagimsiz ve bagimli sitotoksik etkileri oldugunu
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gostermistir. Koller ve ark. goére JWH-018’in 75-100 pM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarinda yanak (TR146) ve gogiis (MCF-7) tiirevli hiicrelerin hiicre
membranlarinda hasara yol agtigini belirtmislerdir. Bununla birlikte, diger testlerde
higbir sitotoksisite goriilmemistir. Tomiyama ve ark. sonuglarin, CB; reseptoriiniin
aracilik ettigi primer fare beyin ndronal hiicrelerinde sentetik kanabinoidlerin akut
sitotoksisitesine isaret ettigini, ancak CB: reseptdrii tarafindan olmadigini ifade
etmiglerdir. Bu ¢alisma ayni zamanda kaspaz kaskadlarinin sentetik kannabinoidlerin
neden oldugu apoptozda énemli bir rol oynayabilecegini dnermektedir!?’.

Insan hepatositleri insan karaciger mikrozomlarmdan (HLM) secilir, ciinkii
hepatositler biitiin endojen ilaglari, metabolize eden enzimleri ve dnemli kofaktorleri
icerir. Insan hepatositleri ile tanimlanan metabolitler yeni psikoaktif maddelerin
belirlenmesi i¢in yararli bir marker olarak kullanilir. Son zamanlarda ilaca bagl acil
servis hastalarindaki artis yeni tasarim psikoaktif maddelerle iliskilendirilebilir. YTP
aliminin  gosterilmesi i¢in idrar metabolitlerinin tanimlanmasi olumsuz olaylarin
nedeninin belirlenmesi icin oldukca dnemlidir'?*.

Yacine ve ark. yaptif1 ¢alismada da yine LC-HR-MS kullanilarak psikoaktif
madde 25B-NBOMe’nin CYP ve UGT tiirevlerinin in vitro karakterizasyonuna
bakilmig. Calismada yeni psikoaktif maddelerin ortaya ¢ikmasiyla baglica olusan
zorluklardan birinin insan biyolojik orneklerinde bu maddelerin tanimlanmas1 olarak
ifade etmisler. Maddenin tiiketimi ve 6rnekleme arasindaki zaman ¢ok uzun oldugunda,
ana maddeyi belirlemeye c¢alismanin yanlis sonuglara yol agabilecegini belirtmisler.
Sitokrom P450 tarafindan oksidatif metabolizma ve glukuronidasyon iki ana
detoksifikasyon yoludur. 25B-NBOMe’nin CYP ve UGT baglh metabolitlerini
karakterize etmek i¢in insan karaciger mikrozom inkiibasyonlarim1 UHPLC-QTOF-MS
kullanarak analiz etmislerdir'>.

In vitro calismalar yeni tasarim psikoaktif maddelerin ana metabolik yollarini
gostermek i¢in yapilir. Bunun i¢in birkag¢ yaklasim kullanilmaktadir.

e Insan karaciger mikrozomlart ile ilag inkiibasyonu

e Insan hepatositleri ile ilag inkiibasyonu

e Farelere uygulanan kontrollii ilag

Dahas1 bu ¢aligmalar giiglii yazilim programlarinin kullanilmastyla metabolitlerin

kimyasal yapilarmin aydimlatilmasina da yardimci olmaktadir'?.
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3. GEREC ve YONTEM

T.C. Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 06 Temmuz 2018 tarihli ve 79 Sayil1 Toplantisinda, bu ¢aligmanin etik
acidan uygun olduguna dair karar verilmistir (Ek-1). Ayrica, Cukurova Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TDK-2018-10937 numarali proje

koduyla parasal destek saglanmaistir.
3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler
3.1.1 Kimyasal Malzemeler

SF-NPB-22 standardi (Chiron, reference standarts)
THLE-2 (ATCC CRL-2706 ) Hepatosit Hiicre hatt1
BEGM (Lonza, BEGM Bullet Kit; CC3170)

EGF (epidermal growth factor)
O-Phosphorylethanolamine, 5 gr
Fungizone(Amphotericin B) 250 pg/mL, 20 mL
Penicillin-Streptomycin - 20 mL

L-Glutamine 100X, 200mM - 100 mL
Trypsin-EDTA w/ Phenol Red, 100 mL

Fetal Bovine Serum (South America), 100 mL
DPBS-1X w/o Ca++, Mg++ 500 mL
Aquaguard™-1 Solution, 100 mL

Asetonitril, >% 99.9, 2.5t

vV VV V V V V V V VYV V V VYV V

Diklofenak sodyum tuzu, 10 gr

3.1.2 Aracg, Gereg ve Cihazlar

»  LC/Q-TOF MS (Agilent 6550 iFunnel)

»  Vorteks (Velp Scientifica)

> Hassas terazi
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YV V V ¥V V VYV VYV V V VYV V V VYV V V V VYV V

Standart madde metanol i¢inde 100 ng/ml olarak hazirland1 ve asagidaki

Vial ve vial kapagi

15 mL Steril PP Centrifuge Tube,

50 mL Steril PP Centrifuge Tube,

T25 flask (kiiltiir sisesi)(430639, Corning)

6’11 well plate (38015, Costar)

Etliv (5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba)

Laminar akimli kabin (SafeFast ELITE, FASTER )
CO: inkiibatorii (CCL-170B-8, ESCO)

Santrifiij (320R, Hettich)

Inverted mikroskop (PrimaVert, ZEISS)
Buzdolab1 (ARCELIK)

Derin dondurucu (Bosch)

Hiicre sayim cihaz1 (Roche)

Hassas terazi (Sartorius)

Manyetik karistirict (Yellow Line)

Mikropipet seti (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (NF-048, Niive)

xCELLingence cihazi (Roche Diagnostics GmbH)

3.2. LC/Q-TOF MS Cihaz Parametreleri

Yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22 standart maddesinin analizleri
icin Agilent 1260 serisi HPLC sistemi ve bu sisteme bagli Agilent 6550 iFunnel Yiiksek
Coziiniirlikli Kiitle Spektrometre cihazi kullanildi (Agilent Technologies, Inc., CA,
USA, LC/Q-TOF MS). MS sistemi i¢in Agilent marka ¢ift spreyli Jet Stream
Elektrosprey iyon kaynagi kullanmildi. Analizler pozitif modda yapildi. MS ve MSMS
calisma modu 2 GHz Extended Dynamic Range (100-3200amu) olarak kullanildi.
Kromatografik ayrim i¢in Agilent Poroshell SB-C18 (4.6 mm x 150 mm x 2.7 pm)
kolon kullanildi. Analiz ve veri degerlendirmelerde Agilent

versiyon B06.00 ve Agilent MetaboliteID yazilimi kullanildi (Sekil 6).

kosullarla cihaza verildi (tablo 2).
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Sekil 6. Agilent 6550 Yiiksek Coziiniirliiklii Kiitle Spektrometre (LC/Q-TOF MS)

3.2.1. Numunelerin LC/Q-TOF i¢in Hazirlanmasi

Standart madde metanol i¢inde 100 ng/mL olarak hazirlandi ve asagidaki
kosullarla cihaza verildi (tablo 2).

LC/Q-TOF MS cihazimin en biiyilk avantajlarindan biri 6rnek hazirlama
islemlerinin ¢ok az olmasidir. Bizim de ¢alismamizda inkiibasyon sonucu elde edilen
orneklere 6n hazirlama islemi uygulanmadan, inkiibasyon sonucu elde edilen 6rnekler
sadece santrifiijlenerek alinan 10 puL siipernatant LC/Q-TOF MS sistemine belirlenen

metot ile enjekte edilmistir.

Tablo 2. LC/Q-TOF MS Calisma Kosullar1

Kolon Agilent Poroshell SB-C18 4.6 mm x 150 mm x 2.7 pm
Kolon Firint 35C
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Analiz stiresi 32 min.
Mobil Faz A 10mM amonyum asetat
Mobil Faz B Metanol
Akis 0.6 mL/dk
0dk-5% B
2dk-5% B
5dk-10% B
Akis programi 12 dk-70 % B
16 dk- 90 % B
22 dk-90 % B
22.1dk-5% B
30dk-5 % B
Iyonlasma modu Pozitif
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Kurutucu gaz

< 200 -C
sicaklig
Kurutucu gaz akis, 14 L/dk
N>
Nebulizer 40 psi

Sheath gaz sicakligi | 350 -C

Sheat gaz akis, N» 11 L/dk

Kapiler Voltaj 1500 V

Nozzle Voltaj 1000 V

Kiitle okuma aralig1 | 40-1700 amu

Referans iyonlar 922.0098

3.3. Hiicre Kiiltiiri

3.3.1. THLE-2 (ATCC® CRL-2706™) Hiicre Hatti

THLE-2 hiicreleri, normal yetiskin karaciger epitel hiicrelerinin fenotipik
ozelliklerini ifade eder. Nude farelere enjekte edildiklerinde, homojen degildirler,
diploide yakin karyotiplere sahiptirler ve alfa-fetoprotein eksprese etmezler. THLE-2
hiicre hatt1, SV40 biiyiik T antijeni ile transformasyon yoluyla birincil normal karaciger
hiicrelerinden tiretilmistir. THLE-2 hiicreleri, benzo [a] piren, N-nitrosodimetilamin ve
aflatoksin B1'i, fonksiyonel sitokrom P450 yollari1 gosteren DNA'yr ekleyen
kanserojen metabolitlerine metabolize eder. Epoksit hidrolaz, NADPH sitokrom P450
rediiktaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferazlar ve glutatyon
peroksidaz gibi kimyasal karsinojenlerin metabolizmasinda rol oynayan diger enzimler
de THLE hiicreleri tarafindan tutulur!?®,

Bu immortalized insan karaciger hiicreleri, farmakotoksikolojik calismalar ve
insan hepatoseliiler karsinomunun etiyolojisi ve patogenezinin arastirilmasi i¢in in vitro
bir model olusturmaktadir'?’.

Bizim calismamizda yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22 maddesinin
metabolitlerini belirlemek ve sitotoksik etkilerini incelemek i¢cin THLE-2 (ATCC®
CRL-2706™) insan karaciger hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicre hattt ATCC’den siv1

azot ile gelip yine s1v1 azot tankinda depolanmustir.
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3.3.2. Medyum Hazirlanmasi

THLE-2 insan karaciger hiicre hattinin ¢ogaltilmasinda ve siirdiiriilmesinde hiicre
tireticisi firmanin 6nerdigi BEGM (Lonza, BEGM Bullet Kit; CC3170) besi ortami
kullanildi. Igerisine, kitle beraber gelen katki maddeleri ( BPE, 2.00 mL; Insiilin, 0.50
mL; Hidrokortizon, 0.50 mL; GA-1000, 0.50 mL; Retinoik Acid, 0.50 mL; Transferrin,
0.50 mL; Triiodotironin, 0.50 mL Epinefrin, 0.50 mL; hEGF, 0.50 mL) eklenerek
calisilacak medyum olusturuldu.

Hazirlanan katkili medyum uygun hacimdeki kiiltiir tiiplerine (50 mL falkon tiip)

boliindii ve kullanilacagi ana kadar *4°C’de muhafaza edildi.

3.3.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Oncelikle elimizde bulunan hiicre hattinin 1s1s1 su banyosunda veya ortam
sicakliginda 37°C gelmesi saglandi. Buzlar1 ¢6ziilmiis olan cryovial % 70’lik etanol ile
silinerek daha Onceden steril edilmis laminar akimli kabine yerlestirildi. Sterilite
tamamiyla saglandiktan sonra cryovial agildi ve hiicreler 15ml’lik falkon tiip igerisine
bosaltilarak iizerine 37°C olan ortam medyum eklenerek yikandi. Yikama islemi
tamamlandiginda falkon tiip oda 1sisinda 130xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve
katkilit BEGM ortama eklenerek kiiltiir sisesinin kapagi kapatildi ve 24 saat boyunca
37°C ve % 5 CO; inkiibasyona birakildi. 24 saat sonrasinda hiicre kiiltiirlinlin ortami1
yenilendi. 2-3 giinde bir hiicreler % 80 konfluent oluncaya kadar medyum degistirilerek

hucreler inkibe edildi.

3.3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

THLE-2 hiicre hattinda hiicre proliferasyonu % 80 oranina ulastifinda, hiicre
tabakasinin {izerindeki medyum steril serolojik pipet yardimiyla g¢ekildi. 37° C’ye
isitilmis fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) hiicre tabakasinin {izerine eklenerek
hiicrelerin lizerinde kalan medyum uzaklastirildi. Béylece medyum icindeki fotal sigir
serumunun hiicreleri kaldirmak i¢in kullanilacak olan tripsini inaktive etmesi

engellendi. Ardindan bu tampon da ortamdan uzaklastirildi ve ortama hiicrelerin
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yiizeyini kaplayacak miktarda % 0,25 tripsin-EDTA eklendi. Tripsin eklenmig hiicreler
yaklagik 5 dakika 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicre tabakasinin
yilizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop altinda kontrol edildi ve ayrilma gergeklesmis
ise hiicreler flasktan ¢ekildi ve bir falkon tiipe alindi. Cekilen hiicre siispansiyonu kadar
miktarda katkilt medyum tiipe eklendi ve pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonu 130 g’de
5 dakika dondiiriildiikten sonra siipernatan atild1 ve pelleti olusturan hiicrelerin iizerine
I ml katkili medyum eklendi ve kiimelenmis hiicreleri dagitmak icin pipetaj yapildi.
Elde edilen hiicreler sayildi ve canlilik oranlari belirlendi. Hiicrelerin ne kadar
seyreltilmesi gerektigine ve ekim konsantrasyonuna karar verildi. Karar verilen
miktarda hiicre, yeni flaska aktarildi. Onceden 37°C’ye 1sitilmis yeni katkili medyum,
hiicrelerin iizerine eklendi. Flask nazikg¢e sallandi ve hiicrelerin esit sekilde dagilmasi
saglandi. Daha sonra hiicreler inkiibatore yerlestirildi. 2-3 giinde bir hiicreler % 80
konfluent oluncaya kadar medyum degistirilerek inkiibe edildi. Deney i¢in yeterli sayida

hiicreye ulasana kadar bu islem tekrarlandi

3.3.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS (Roche, Mannheim, Germany) cihaz1 kullanildi. Bu
cthaz Tripan Mavisi boyama ydntemini ile yari-otomatik olarak hiicre konsantrasyonu
ve canliligr hakkinda bilgi saglayan yiiksek dogrulukla 6lii/canli ayirimi yapmaktadir.
Resiispanse edilen hiicrelerden 20 pL aliarak 0. 2 mL’lik eppendorf igerisine aktarildi.
Bu hiicrelerin {izerine ise 6lii ve canli hiicre ayrimini saglayan distile su ile diliie edilmis
20 pL. % 0.4’lik tripan mavisi (Roche, Mannheim, Germany) eklendi. Elde edilen
karisim pipetaj islemi ile homojen hale getirildikten sonra cihazin 6zel lami olan Smart
Slides (Roche, Mannheim, Germany) haznesine 20 pL eklendi. Daha sonra 6rnek lam
icinde Cedex XS hiicre sayim cihazina yerlestirildi (Sekil 7) ve sayim islemi cihazin
yazilimi aracilifiyla gergeklestirildi (Sekil 8).

Sitotoksisite deneyi i¢in xCELLigence cihazinda kullanilacak yeterli hiicre sayisi

10.000 olarak belirlendi '3,
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Sekil 7. Cedex XS hiicre sayim cihazi ve cedex smart slides.

Overall Type Name

Measurement Result Value

Avg Diameter [um] 13.41

Avg Compactness 1722

Avg Object Diameter [um] 594

Avg Object Compactness 2.229
Viable Cell Count 2152

Dead Cell Count 79

Total Object Count 5363
Viability [%] 96.5

Viable Cell Conc. [cells/mL] 14.95* 1045
Dead Cell Conc. [cells/mL] 0.55* 1075
Total Cell Conc. [cells/mL] 15.50 * 1075
Total Object Conc. [objects/mL] 37.26 105
Total Cell Count 2231
Aggregate Rate [%)] 41.5

Sekil 8. Cedex cihazinda yapilan hiicre sayimi ve canlilik orant

3.3.6. Hiicrelerin cogaltilmasi

Hiicrelerin gogalmasi (proliferasyon) icin hiicreler 25 cm?’lik steril polisitren
hiicre kiilttirii flasklarinda
bekletildi. Hiicre hatt1 canlilik, ¢cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta
giinliik olarak izlendi (Sekil 9). Daha sonra ¢ogalan hiicreler 2 ml %0.05 Tripsin-EDTA
(Lonza) ile muamele edilerek 5 dakika inkiibatorde (37°C, %5 CO») tutulup, flask
yiizeyinden ayrilmalar1 saglandi. %0.05 Tripsin-EDTA+hiicre karigimina FBS iceren 10

ml BEGM medium eklenerek tripsin inaktivasyonu saglandi ve 15 mL’lik santrifiij

37°C sicaklikta, %5 CO> ve nem igeren inkiibatérde

tiipiine (non pirojenik ve steril) alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
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Sekil 9. THLE-2 hiicre ekiminin mikroskobik goriintiisii

3.4. SF-NPB-22 Maddesinin Uygulanmasi

SF-NPB-22 maddesi ile deneye baglamadan once madde dimetil siilfoksit
(DMSO) igerisinde ¢ozdiiriilerek 100 mM stok soliisyon hazirlandi. Deneyde
kullanilacak uygun konsantrasyonlar stok soliisyonlarin katkili medyum ile
sulandirilmasi ile elde edildi. Deney igin, hiicreler 24-well plate‘in her kuyusunda 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildi.

Calismamizda 4 tekrarli olacak sekilde 3 grup calisildi. Yalniz pozitif kontrol
grubu 10 uM ve 20 uM olarak 2 fakli derisim calisildi.

1. Kontrol grubu: Hiicre hattinin lizerinde sadece medium igeren grup
2. Porzitif kontrol grubu : Hiicre hattinin {izerinde Diklofenak iceren grup

3. 5F-NPB-22 grubu: Hiicre hattinin lizerine 10 uM S5F-NPB-22 igeren grup.

DMSO igerisinde ¢oziinmiis olan SF-NPB-22 maddesi reaksiyon ortamindaki son
derisimi 10uM olacak sekilde medyum ile seyreltildi. Hiicreler 24-well plate’in her
kuyusunda 500 pL ve 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 37°C’de siirekli sallamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Reaksiyon 3 saat sonra asetonitril ile durduruldu. Ornekler
analiz yapilana kadar -80°C’ de saklandi. Pozitif kontrol olarak; Diklofenak, 4 hidroksi
diklofenak ve agil-D-glukuronid diklofenak metabolizmas1 izlenerek hepatosit

metabolik aktivitesini saglamak i¢in inkiibe edildi.
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SF-NPB-22 maddesinin metabolitlerinin belirlenmesi i¢in yapilacak ¢alismada -
80°C’de bekletilen 6rnekler deney yapilacagi zaman cikarilip, hiicre artiklarinin ve
ortamda kalabilecek maddelerin uzaklastirilmas1 amaciyla 4°C’de 15,000g’de 5 dk
santrifiijlendi ve 10 pL siipernatant LC/Q-TOF MS sistemine 6nceden belirlenen metot
ile enjekte edildi.

Cihazdan elde edilen ham veri datalarin islenmesi ve metabolitlerin
degerlendirilmesi MetaboliteID yazilimi ile yapildi. SF-NPB-22 maddesinin teorik

olarak olas1 biyotransformasyonlar1 maddenin yapisina bagli olarak olusturuldu.

3.5. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Deneylerinin Gergceklestirilmesi

Hiicresel olaylar xCELLigence sistemi ile dogal halleriyle isaretleme yapilmasina
gerek olmadan gercek zamanli olarak analiz edilebilmektedir. Sistem, E Plate 16 (Sekil
10) olarak adlandirilan ve zeminine yerlestirilmis mikroelektrotlar sayesinde elektriksel
empedans1 6l¢mektedir. Empedansta meydana gelen degisim hiicre sayisi, canliligi,
morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif bilgiler
vermektedir. XCELLigence DP Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi (Sekil 10) iki
tiniteden meydana gelmektedir. Bu tinitelerden birincisi hiicrelerin i¢ine ekildigi E-Plate
tizerindeki degisiklikleri 6lgen ana iinitedir. Bu iinite 3 plate’in yerlesecegi 3 boliime
sahiptir. Diger {inite ise verilerin gosterilmesini saglayan kontrol {initesidir. Bu iiniteye

yiiklenen “RTCA Software 1.2.1” programu ile analizler degerlendirilmektedir.

Sekil 10. xCELLigence DP Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi ve E- Plate 16.
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Calismamizda gercek zamanli hiicre analizi i¢in birinci deneyde SF-NPB-22’nin

konsantrasyonlari i¢in n=3 tekrar yapildi. Deney protokoliimiiz asagidaki gibidir.

1. Deney giini medyum uzaklastirilarak hiicreler 3 mL 1X D-PBS ile
medyumu uzaklastirmak i¢in 3 defa yikandu.

2. Son yikamada kullanilan DPBS ¢ekildikten sonra hiicrelere 2 mL % 0,05
tripsin-EDTA eklenerek 5 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

3. Tripsin inaktivasyonunu saglamak i¢in flaska 2 mL FBS katkih BEGM
medyumu eklendi ve flasktaki hiicre siispansiyonu 15 mL konik kiiltiir tiipiine aktarildi.

4. 130 g’de 5 dakika santrifiij edilen tiipten siipernatant uzaklastirilarak, pellet
1 mL katkili medyum ile resiispande edildi.

5. Cedex cihaz1 (Sekil 7) ile hiicre canlilig1 sayildi. Genelde T25 flasklardan
1.5x10° hiicre elde edildi.

6. 16 kuyulu e-plate lerin her bir kuyusuna yaklasik 1x10* hiicre ekilmesi

planlandigi i¢in hiicre siispansiyonu hesaplandi.

x-CELLigence verilerinin RTCA (realtime cell analyzer) programinda islenmesi

ve hiicre analiz grafikler asagidaki asamalar takip edilerek yapildi.

1.  RTCA programi baglatildi

2. Expnote, Layout ve Schedule 0gelerini iceren deney bilgileri bu alanlara
eklendi. Deney sonuglari ile istatistiksel analizler yapilacagi i¢in her bir uygulamada,
n=3 tekrar olacak sekilde kuyular hazirlandi. Kontrol ve SF-NPB-22 konsantrasyonlar1
hesaplanarak deney grubu ¢alisildi.

3. Tim ayarlamalar yapildiktan sonra e-platelerin her bir kuyusuna 100 pL
katkilt medyum eklenerek plateler inkiibator icerisindeki enstriimanina yerlestirildi. Bu
sekilde deney baslatilarak blank okuma (bos okuma) alindi.

4.  Bos okuma tamamlandiktan sonra plateler inkiibatorden ¢ikarilarak laminer
kabine alindi. Kuyulara 90 pL. hacimde 10000 hiicre igeren hiicre siispansiyonu tiim
kuyucuklara son hacim 190 pL olacak sekilde eklendi.

5.  Plateler inkiibatore tekrar yerlestirildi ve hiicre ¢ogalma egrisi 24 saat

boyunca izlendi.
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6. Ikinci asamanin bekleme siiresince, uygulanacak maddeler igin gerekli
konsantrasyonlar ependorf tiiplerde hazirlanarak kodlarina uygun etiketlendi.

7. 24 saat sonunda E-plateler inkiibatérden alinarak laminer kabine aktarildi.
Plateler i¢in onceden belirlenmis kuyu kodlarina gore uygun konsantrasyonlarda 5F-
NPB-22, 10 pL kullanilarak kuyulardaki son hacimler 200 pL’ye tamamlandi. E-plate
sisteminde kuyularin arasinda kalan alanlara DPBS eklendi.

8.  E-plateler tekrar inkiibatore alinarak bilesik aktivitesi izleme asamasi
baslatildi. Bu asama uygulanan madde ve hiicre hattina bagli olarak 48-96 saat arasi
stirdliriilmektedir. Bizim deneyimizde okuma 96. saatte sonlandirildu.

9. Elde edilen verilerden kontrole oranla konsantrasyon gruplari arasinda

kiyaslama yapabilmek i¢in istatistiksel analizler yapildi.

3.6. istatistiksel Analiz

3.6.1. xCELLigence Sisteminde Yapilan Sitotoksisite Deneyinin Istatistiksel Analizi

Bu calismaya ait SF-NPB-22 verilerinin istatistiksel analizi Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali’ndan danismanlik alinarak yapildi.
Istatistiksel analizinde SPSS 11.5 paket programi kullanildi. Verilerin dzet istatistikleri
icin ortalama+ standart sapma, minimum ve maksimum degerleri kullanildi. Gruplara
gore Ol¢limlerin zamansal degisimini gostermek icin Box-Whisker grafikleri ¢izildi.
Ilag dncesi, ilagtan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra alman dlgiimlerin karsilastirilmas: icin
tekrarlanan ol¢iimlic ANOVA analizi yapildi ve kiiresellik 6n sart1 saglanmadig i¢in
karsilagtirmalarda Greenhouese-Geisser testi kullanildi. Varyanslarin homojenlik 6n
sart1 saglanmadig1 icin c¢oklu karsilastirmalarda Tamhane Testi ve kontrol grubuyla
diger gruplarin karsilastirmalarinda ise Dunnet testi kullanildi. Tiim karsilagtirmalar igin

istatistik 6nem seviyesi (p) 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. LC/Q-TOF MS Analiz Sonucu

Metabolitlerini aradigimiz SF-NPB-22 maddesinin 100 ng/mL standart
cozeltisinin LC/Q-TOF MS cihazindaki kiitle spektrumu Sekil 11° de gosterilmektedir.
SF-NPB-22 maddesi 40-1700 m/z kiitle araliginda tarama modu (Scan) kullanilarak
belirlenmistir. Standart madde 8,38. dakikada pozitif modda ((M+H]* , m/z 378.1603)
tespit edilmistir. SF-NPB-22 maddesi i¢in ana iiriin iyonu m/z 233,1083 olarak

belirlenmistir.

X106 |+ESI EIC(378.1612) Scan Frag=150.0V 100ppb MS-1.d
991
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7.5
6.5
55
454
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0
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Counts vs. Acquisition Time (min)
(@)
x10 6 +ESI Scan (8.39 min) Frag=150.0V 100ppb MS-1.d
N/
4 378.16103 RN |
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1.51 233.10793 F
1 118.08564 SFNPB-22
0.5+
274.27366
ol Lol " | 47005613
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(b)
Sekil 11. 5SF-NPB-22 maddesinin 100 ng/mL standart ¢ozeltisinin LC/Q-TOF MS cihazindaki (a)

kiitle spektrumu (b) se¢ilmis iyon kromatogram.
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THLE-2 hiicre hattinda 3 saat inkiibasyonu yapilan SF-NPB-22 maddesinin -

80°C’de bekletilen 6rnekleri metabolitlerinin belirlenmesi i¢in deney yapilacagi zaman

cikarilip, santrifiijlenip LC/Q-TOF MS sistemine onceden belirlenen metot ile enjekte

edilmistir. Elde edilen spektrum ve kromatogramlarin ham datalar1 MetaboliteID

program ile incelenmistir. MetabolitID metabolit belirleme programi ile maddenin olasi

metabolitleri belirlenip maddenin yapisina gore 3 ana metabolit elde edilmistir (sekil

12). Ana madde ve elde edilen metabolitlere ait alikonma zamani, ana iyonlar ve ana

iirlin iyonlar tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. SF-NPB-22 ve elde edilen metabolitlerinin ana iyonlar1 ve ana iiriin iyonlar1

Bilesen RT Anaiyon Ana iiriin iyon

(min) m/z m/z
S5F-NPB-22 (C22H20N30F) 8.38 378.1603 233.1083
SF-NPB-22 etil ester C;sH19N20O2F 7.89 279.1503 251.1188
SFE-NPB-22 metil ester (C14H17N202F) 7.21 265.1354 251.1195
SF-NPB-22 ester hidroliz tiriinii (C13H15sN202F) 5.8 251.1192 233.1084

O on 0 o
¥ \'N
SNH o oNH
N
NP GNH
0 o | F 279.F1503
251.1186
CEZ; etil ester
N ester hidroliz tiriinii F
265.1334
metil ester
F
5F-NPB-22
378,1603

Sekil 12. SF-NPB-22’nin elde edilen metabolitleri
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Indazol grubuna ait sentetik kannabinoid olan 5F-NPB-22’nin elde edilen in vitro
metabolitleri etil ester (3-(ethoxycarbonyl)-1-(5-fluoropentyl)-1H-indazol-1-ium)( m/z
279,1503), ester hidrolizi  (3-carboxy-1-(5-fluoropentyl)-1H-indazol-1-ium)(m/z
251,1186) ve metil ester (1-(5-fluoropentyl)-3-(methoxycarbonyl)-1H-indazol-1-ium)
(m/z 265,1334) iiriinii olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda ester hidroliz iiriinii olan
metabolit ( m/z 251,1186) en yogun alana sahip metabolittir. Metabolitler i¢in se¢ilmis

iyon kromatogramlari sekil 13’da gosterilmistir.

«10 7 [*ESI TIC MS(all) SK 3-aMSMS.d
Ll i 1
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Sekil 13. SF-NPB-22"nin elde edilen metabolitlerinin ekstrakte edilmis iyon kromatogramlari

Indazol analogu SF-NPB-22"nin ana metabolik yolu ester hidrolizidir. Ek olarak,
SF-NPB-22 i¢in ester hidrolizi ve ardindan oksidatif deflorinasyon dngoriilmiistiir. SF-

NPB-22’nin metabolitleri i¢in dnerilen metabolik yol sekil 14’te gosterilmistir'?°.
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Sekil 14. 5F-NPB-22 ic¢in oOnerilen metabolik yollar: a. Ana madde, b. Ester hidrolizi, c.
Monohidroksilasyon ile ester hidrolizi, d. Oksidatif deflorinasyon ile ester hidrolizi

Indazol SK’lar niikleofilik ajanlara karsi indollere gore daha fazla reaktivite
gosterirler. NPB-22 ailesi, herhangi bir biyokatalizoriin yoklugunda bile hidrolize,
metanolize ve dolayisiyla etanolize olmaya daha egilimlidir'?®. Bizim ¢alismamizda da
ester hidroliz iriini (m/z 251,1182), metil ester (m/z 279,1503) ve etil ester (m/z
279,1503) firiinleri bulunmustur. Belirlenen metabolitlerin sinyalleri sekil 15°te

verilmistir.

x105 tESIEIC(251.1182) Scan Frag=150.0V SK 3-aMSMS...
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Sekil 15. Ana madde ve metabolitler i¢in sinyal siddetleri
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4.2. Gercek Zamanh Hiicre Analizi Bulgular

THLE-2 karaciger hiicrelerinin yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22
uygulamalarina verdigi sitotoksisite yanitin1 degerlendirebilmek igin yapilan gergek
zamanl hiicre analiz ¢aligmasinda elde edilen proliferasyon egrilerinin zamana bagh
grafigi ¢cikarildi. Elde edilen veriler, cihazin yazilimi tarafindan hiicre indeksi cinsinden
sayisallastirildi. Bu grafik ¢izimlerine gore SF-NPB-22 maddesi i¢in hiicrelerin yarisini
Oldiirmeye yetecek toksik degerler bulundu. Sistem ICso degerini; uygulanan tiim doz
gruplariin, 96. saatte logaritmalarinin alinmasi ve bu degerlerle birlikte hiicre indeks
degerlerine karsi bir grafik cizilmesi seklinde sonug¢ verdi. Yapmis oldugumuz bu
konsantrasyon calismasinda sistem ICso degerini 66 pM (Sekil 16) olarak hesapladi.
Ayrica SF-NPB-22 maddesi verilmeden 6nce, kontrol grubu ile diger grup ortalamalari
arasinda fark yok iken (p>0,05), madde uygulamasindan 48, 72 ve 96 saat sonra 10, 50
ve 100 uM konsantrasyon gruplarinda alinan oOl¢iim ortalamalart arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). (Sekil 17, Sekil 18, Tablo 4).

SF-NPB-22 maddesinin 1uM konsantrasyonunda hiicre proliferasyonunda azalma
kontrol grubuna ve zamana gore bakildiginda anlamli bir degisim gozlenmemistir
(p>0,05). 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonunda hiicre proliferasyonundaki azalma
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir (p<<0,05). Zamana gore bakildiginda da
10uM grubunda hiicre proliferasyonundaki azalma 48nci saatte baslarken, 50 ve 100

uM grubunda hiicre proliferasyonundaki azalma 24ncii saatten itibaren baslamistir

(p<0,05).

N

; N\
\

6,50 5,04 -5,50 -5,00 -4,50 -4,00 -3,50

Normalize Hiicre Indeksi

Konsantrasyon Logaritmas1 (M)

Sekil 16. RTCA Software 1.2.1° de hesaplanan THLE-2 hiicrelerinde SF-NPB-22’ye ait ICso degeri.
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Hiicre Indeksi
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Sekil 17. 1pM,

10uM, 50uM ve 100uM konsantrasyonlarna ait gergek-zamanli hiicre analizi

proliferasyon egrileri. kirmizi: kontrol, yesil: 1uM, lacivert: 10 pM, pembe: 50 uM, turkuaz: 100 uM,

mor: bos okuma.

SF-NPB-22

Sekil 18. RTCA Software 1.2.1° de hesaplanan THLE-2 hiicrelerinde farkli 5F-NPB-22
konsantrasyonlarina ait hiicre indeks degerlerinin zamana bagli degisim grafigi.
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Tablo 4. SF-NPB-22 maddesinin hiicreye uygulanmasindan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra gruplar arasinda
alman 6l¢iim ortalamalari. a: kontrol grubu ile kargilagtirildiginda p<0,05.

24 saat sonra

48 saat sonra

72 saat sonra

96 saat sonra

Gruplar
Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Pzaman
1,44+0,26 1,55+0,11 1,834+0,09 2,07+0,1 0,074
Kontrol
1,42+0,14 1,5240,2 1,6540,04* 1,83+0,08 0,070
1 uM
1,59+0,07 1,56+0,04 1,62+0,02* 1,75+0* 0,022
10 uM
1,32+0,04 1,08+0,043b¢ 0,89+0,018b¢ 0,74+0,082b¢ 0,007
50 uM
1,43+0,19 0,89+0,28b¢ 0,49+0,062< 0,25+0,193bed 0,005
100uM
0,387 <0,001 <0,001 <0,001
Perup

a:Kontrol grubu, b: 1 uM, c: 10 uM, d: 50 uM
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5. TARTISMA

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hizla yayilan yeni psikoaktif maddeler ile
miicadele, 2006 yilinda kurulus c¢alismalarina baslanan ve 2008 yilinda tam anlamiyla
hayata gecirilen TUBIM Erken Uyar1 Sistemi (EWS: Early Warning System) Ulusal
Calisma Grubu araciligiyla yapilmaktadir.

Yilda en az 2 defa diizenli olarak toplantilar yapilmak suretiyle faaliyetlerine
devam eden Erken Uyari Sistemi icerisinde birgok kurum temsilcisi yer almaktadir.

Diizenlenen toplantilarda gerek uluslararasi kuruluslar gerekse kurumlarimizca
tespit edilen yeni psikoaktif maddelerin iilkemiz i¢in olusturacagi riskler
degerlendirilmekte ve uygun goriilen maddelerin 2313 sayili “Uyusturucu Maddelerin
Murakabesi Hakkinda Kanun” kapsamina alinmasi siireci baslatilmaktadir. 2015 yilinda
hayata gecirilen Jenerik Simiflandirma Sistemi ile de yeni psikoaktif maddelerin
bircogunun daha iilkemize girmeden kanun kapsamina alinmasi saglanmaktadir.

22°nci EWS Ulusal Calisma Grubu toplantist ile 2018 yilinda toplam 27 yeni

psikoaktif madde, kanun kapsamina alinmistir.

233 253

124 J

Sentetik Kannabinoid = Sentetik Katinon

162

Feniletilaminler Diger Gruplar

Sekil 19. Kanun Kapsamina Alian Yeni Psikoaktif Maddeler (2008-2018).

2008 yilindan bugiine kadar Erken Uyar1 Sistemi ¢ercevesinde toplam 772 yeni
psikoaktif madde kanun kapsamina alinmistir. Bu maddelerden 426 tanesi tek tek sayma
usulii ile 346 tanesi ise Jenerik Siniflandirmayla yasa kapsamina dahil edilmistir. 2313
sayitli Kanun kapsamina alinan maddelerin dagilimina bakildiginda; 253 tanesinin

sentetik kannabinoid, 162 tanesinin sentetik katinon, 124 tanesinin ise feniletilamin
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grubu maddeler oldugu goriilmektedir'.

Diinya ¢apindaki tiim adli toksikoloji laboratuvarlarinda, bu maddelerin kullanim
sikliklar arttikga ve yapilar siirekli degistikge bu maddeleri saptamak i¢in siirekli yeni
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Adli analizler i¢in kimyasal referans
standart maddelerle valide edilmis ¢oklu madde analizine imk&n veren yontemlerin
gelistirilmesi; bu referans standart maddelerin iiretimlerinin zorlugu ve smirh
olmasindan dolay1 biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Referans materyallerinin (i¢
standartlar dahil) geleneksel suiistimal edilen maddelerin aksine piyasada ticari olarak
bulunmadiklari i¢in temin edilmesi zor veya imkansizdir. Bu durum maddelerin tespiti
ile ilgili mevcut adli bilimler laboratuvarlarim siirlamaktadir. Ustelik, sadece kisa veya
nadiren karsilagilan bu maddeler i¢in referans standart kiitliphanesini siirekli yenilemek,
cogu adli laboratuvar i¢in maliyetli ve uzun siireli olmaktadir!*,

Birgok analitik protokol, ilk kalitatif saptamayi ardindan dogrulama veya
miktarsal analiz igermektedir. Bu yeni maddelerin bir kismi disinda, literatiirdeki
farmakokinetik ve farmakodinamik bilgi eksikligi, elde edilen sonuglarin
yorumlanmasini imkansiz kilmaktadir. Bu maddelerin reseptor etkinligi ve reseptore
baglanma afinite profilleri hakkindaki insan metabolizma g¢aligmalar1 eksiktir. Bundan
dolay1 toksikologlar bu maddelerin varlig1 ya da yoklugunun dogrulanmasi disinda pek
bir sey soyleyememektedirler. Ayrica bu maddelerin kantitatif analiz ¢aligmalar1 i¢in
harcanan kaynaklarin, bu maddelerin tespit edilmesine ek bir deger saglayip
saglamadig tartisiimaktadir!,

Yorumlamak i¢in dikkate alinmasi gereken diger faktorlerden biri bu bilesiklerin
kararsizhgini igermektedir. Ornegin, sentetik katinonlarin tiimii olmasa da ¢ogunun
kararsiz oldugu iyi bilinmektedir. Bununla birlikte; zaman, sicaklik, numune tipi ve
koruyucu parametreleriyle numunelerin saklanmasi yeni tasarim psikoaktif (YTP)
maddelerin ¢ogu i¢in incelenmemistir. Yeniden dagilim ile ilgili postmortem sorunlar
hakkinda daha da az sey bilinmektedir. Hem yasal hem de kurumsal etik komite
diizenlemelerinde, insan dokusuna erisimin artan diizenlemesi goz Oniine alindiginda,
bugiinlerde c¢ok sayida postmortem arastirmanin anlasilabilir bir sekilde miimkiin
olmadig1 bir gergektir. Daha da 6nemlisi, sentetik kannabinoid tanimlamasinda ilgili
hedefleri saglamak i¢cin YTP ila¢ metabolizmasi ¢alismalarina duyulan ihtiya¢ cok

onemlidir, eger mevcut tek Ornek idrar ise metabolitlerin tanimlanmas: ve hidroliz
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reaktifleri ve kosullarinin degerlendirilmesi gerekmektedir!*°.

Bu tez calismasinin ilk agamasi yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22
maddesinin LC/Q-TOF MS cihazinda tanimlamak olmustur. Calismadaki amacimiz, bu
maddenin in vitro metabolizmasin1 karaciger hiicre hatti kullanarak incelemek ve
metabolitleri belirlemekti. Bu sentetik maddeler genellikle yiiksek oranda metabolize
olduklarindan, sentetik kannabinoid alimmi belgelemek icin kullanilan analitik bir
yontem, maddelerin idrardaki metabolitlerini hedeflemelidir. Bunun i¢in THLE-2
karaciger hiicre hattinda maddenin inkiibasyonunda sonra toplanan 6rneklerin yiiksek
coziinlirliiklii kiitle spektrometresi (LC/Q-TOF MS) ile analizleri yapilmustir. Elde
edilen kromatogramdaki metabolitleri belirlemek i¢in kromatogram iizerinde ham
verilerin islendigi ve maddelerin yapisina bagl olarak ¢oziimleme yapilan bir program
kullanmak gerekmekteydi. Bizim c¢alismamizda da metabolit belirlemek icin Agilent
MetaboliteID yazilimi kullanilarak 3 farkli ana metabolit belirlenmistir. Sekil 15°te
gosterildigi gibi karmasik cihaz verileri incelendiginde, detayli tarama yapildiginda
daha fazla metabolit oldugu gozlenmektedir. Ama bunlarin metabolit oldugunu
sdyleyebilmek icin daha giiclii sinyallerin almmasi gerekmektedir. Ornegin; standart
SF-NPB-22’nin kiitle spektrumunda m/z 233,1082 iyonu metabolit gibi spektrum
vermekte ancak bu iyon ana maddenin pargalanma iirlinli de olabilecegi i¢in sonuglar
degerlendirilirken dikkatli olunmalidir.

Indozal yapili PB-22 ve onun floro analogu 5F-PB-22 ilk kez bir kinolin alt
yapist ve bir ester bagi iceren yapilardir. SF-NPB-22"de benzer bir yapidir. Bu bilesikler
kararsiz ester bag icerirler. Ester baglari, kendiliginden veya endojen olarak, spesifik
olmayan esteraz hidrolizi yapan kararsiz baglardir'*. Bu yiizden hizli bir sekilde
metabolize olurlar. Sentetik kannabinoid alimini belgelemek i¢in kullanilan analitik
yontem, yiiksek oranda metabolize olan maddeleri idrardaki metabolitlerini belirlemeyi
hedeflemelidir. Ideal olarak, adli madde analizlerinde her bir ana bilesige dzgii yogun
metabolitler hedeflenmelidir. Belirlenen yogun metabolitin pozitif idrar 6rnekleri ile
karsilastirilip yontemin desteklenmesi gerekmektedir. Bizim ¢alismamizda SF-NPB-22
maddesinin metabolitlerinden en yiiksek pik alanim1 veren iyon m/z 251,1186 ester
hidroliz {irtinii olarak belirlenmistir. Bu iyonun kesin ana metabolit iyonu oldugunu
sOylemek icin pozitif idrar 6rnekleri ile konfirme etmek ileride yapacagimiz ¢aligmalar

arasinda yer almaktadir.
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Kanla karsilastirildiginda yeterli numune hacmi ve yiiksek ilag konsantrasyonlari
nedeniyle idrar en yaygin madde saptama matrisidir; bu nedenle hedef olarak idrar
metabolitlerin belirlenmesi 6nemlidir. Ekstrahepatik metabolizma, tasiyicilar ve
metabolitlerin idrarda zenginlesmesi gibi bazi faktorler, idrar metabolitlerinin nispi
bollugunu ve dolayisiyla tanimlayici belirteglerin se¢imini etkileyebilir. Bu nedenlerle,
major hepatosit metabolitlerinin idrar metabolitleri ile eslestigini dogrulamak igin
gercek idrar numunelerinin alinmasi tercih edilmelidir!?*.

Sentetik kannabinoid olan THJ-018 ve onun S5-floro analogu THJ-2201’in
metabolizmasin1  karakterize etmek i¢in Diao ve ark. insan hepatositlerinde
inkiibasyondan sonra yiiksek ¢oziiniirlikkli kiitle spektrometresi (HR-MS)(Triple TOF
5600%) kullanmislardir. Bu c¢aligmada da yeni tasarim psikoaktif maddelerin
yayginliginin artmasina ragmen, higcbir insan metabolizma datalarmin giincel olarak
bulunmadigindan bahsetmislerdir. 10 umol/L THJ-018 ve THJ-2201 3 saat insan
hepatositlerinde inkiibe edildikten sonra optimal metabolit markerlar1 belirlenmistir. Bu
maddelerin aliminin belirlenmesi i¢in laboratuarlarin kullanacagr uygun veriler
olusturmuslar ve bu verilerin yeni sentetik kannabinoidlerin olusturdugu olumsuz
etkilerle baglantili olarak belirtmislerdir!?*,

Yacine ve ark. yaptigi calismada yine insan karaciger mikrozomlar1 farkli
konsantrasyonlardaki ilagla inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda uygulanan islemlerden
sonra toplanan Ornekler LC/Q-TOF MS’te yapi tayini i¢in analiz edilmistir. 25B-
NBOMe maddesinin metabolitlerini belirlemeye ¢alismislardir. 12 CYP tiirevi, 9 UGT
tirevli metabolit tanimlanmistir. CYP ve UGT enziminin toplam dagilimi % 80 den
fazla olsa bile, diger O6nemli enzimatik reaksiyonlarin (siilfasyon, metilasyon,
asetilasyon, glutatyon konjugasyon gibi) olusabilecegini belirtmiglerdir. Bu enzimatik
reaksiyonlar1 ¢calismamis olsalarda, kiitiiphanelerinde kayitli olan metabolit bilgileri ile
25B-NBOMe maddesinin metabolitlerinin karakterize edilebilecegini ve bu maddenin
kullanicilarinin tespit edilebilecegini belirtmislerdir'®.

Atasoy ve ark. denetimli serbestlik hastalarinda sentetik kannabinoid kullanim
sikligin belirlemek igin bir ¢alisma yapmuslardir. Calismada, Ege Universitesi Madde
Bagimlilig1, Toksikoloji ve ila¢ Bilimleri (BATI) Enstitiisii’nde analiz edilen ve analiz

sonucu negatif olan 500 idrar numunesinde LC-MS/MS cihazi ile sentetik kannabinoid

taramast yapilmistir. Calisgtlan 500 idrar numunesinin  72’si  (%14,4) pozitif
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bulunmustur. En cok tespit edilen iki sentetik kannabinoidten biri SF-NPB-22 ve bu
maddenin bulunma sikligi %58 olarak belirlenmistir. Calismaya gore kullanilan 6n
tarama testlerinin yetersiz oldugu, idrar 6rneklerinin ileri kromatografik yontemler ile
dogrulanmas1 gerektigi goriilmiistiir. Ayrica bu calismada yalanci negatif sonuglardan
kacinabilmek icin adli toksikoloji laboratuvarlarinda sentetik kannabinoidler ve
metabolitlerinin tespitine yonelik hassas analitik bir ydntem gelistirmislerdir®.

Negreira ve ark. nitracaine adl1 yeni psikoaktif maddenin in vitro ve in vivo insan
metabolitlerinin belirlenmesi i¢in bir ¢calisma yapmislar ve LC/Q-TOF MS’1 kullanarak
bu metabolitleri belirlemigler. Calismanin amaci, nitracaine’nin in  Vvitro
metabolizmasin1 insan karaciger mikrozom inkiibasyonlarini kullanarak incelemek
ayrica faz 1 metabolizmasindan sorumlu sitoktrom P450 enzim izoformlarin
degerlendirmek ve gercek kullanicilarin idrar 6rnek sonug datalari ile in vitro deneylerin
bilgilerini  karsilagtirmaktir.  Metabolitlerin  dogru  kiitlelerini  belirlemek  ve
metabolitlerin yapisal tanimlamasi i¢in LC/Q-TOF MS cihazim kullanmislardir. in
vitro deneylerde, 2 major ve 3 mindr faz 1 metaboliti , faz 2 metabolizma deneylerinde
1 tane glukuronidasyonlu iiriin belirlemislerdir. Biitiin bu in vitro metabolitler insan
idrarinda da gosterilmistir. Dolayisiyla bu maddenin in vivo metabolizmasinin
tahmininde in vitro deneylerin giivenirliligini ortaya koymaktadir'3!.

Wohlfarth ve ark. 2014 yilinda insanda PB-22 ve 5F-PB-22 metabolizmasini
arastirmiglardir. Bu maddeler bir ester grubu bulunan ilk sentetik kannabinoidler olarak
ilgi ¢ekicidir. PB-22 ve SF-PB-22 metabolik profilini belirlemek i¢in, insan karaciger
hiicre hatt1 ile bu maddeler inkiibe edildikten sonra toplanan numuneler yiiksek
¢oOziintirliiklii s1vi kromatografisi kiitle spektrometresi yontemini kullanarak analiz
etmislerdir. Sentetik maddelerin bir ¢ogu metabolize oldugu i¢in, idrarda bunlarin
belirlenmesinin maddelerin ~ kullanimi gosteren 6nemli bir yaklasim oldugunu
belirtmislerdir'?.

Madde aliminin kanitinin gerekli oldugu ancak orijinal molekiiliin bulunamadig:
adli durumlarda maddenin bulunamamasi bir sorun haline gelebilir. Bu gibi durumlarda,
ana bilesigin yapisini yeniden yapilandirmak i¢in kiigiik katkilar sagliyacak olsa bile
spesifik metabolitler hedeflenmelidir!3?.

Genel olarak bu sonuglar, sentetik kannabinoidlerin metabolitlerinin toksikolojik

profillerinin, bu maddelerin uzun vadeli veya kronik yan etkilerini anlamak i¢in anahtar
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123

olabilecegini diislindiirmektedir'~”. Ayrica metabolizma sonuglarinin elde edilmesi

farmakodinamik etkilerin degerlendirilmesi igin de dnemlidir!?*.

Hepatositler, ilag eliminasyonunda karacigerdeki metabolik doniisiimiin yalnizca
bir adimini yansittiklar1 i¢in  kontrollii insan c¢aligmalarinin yerini alamazlar.
Ekstrahepatik metabolizma, enterohepatik dolasim, renal filtrasyon, yeniden emilim ve
salgilamanin yam1 sira dagitim siiregleri, ana maddenin metabolitlerini ve
konsantrasyonlarmi1 degistirebilir. Insanlardaki ana metabolitleri farkli matrislerde
dogrulamak icin altin standart her zaman kontrollii bir uygulama c¢aligmas1 olmustur.
Ancak, sentetik kannabinoidler s6z konusu oldugunda, giivenlik verilerinin olmamasi

nedeniyle bunun basarilmasi zor olmaktadir!'??

. Ayrica, kontrolli SK uygulama
calismalari, etik sinirlamalar nedeniyle ciddi sekilde kisitlanmistir.

Gergek eslestirilmis idrar ve kan 6rneklerinin kullanilmasi ana bilesigin varliginin
kanda tanimlanabilmesi alternatif bir yaklasimdir. Calismamizda bulunan metabolitlerin
pozitif gercek idrar ornekleri ile karsilastirilmasi planlanmisti. Tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde de yasanan Kovid-19 salgini nedeniyle laboratuvar ¢aligsmalar1 planlanan
zamanda yapilamamistir. Bu nedenle bekletilen idrar Ornekleri bozulmus ve
calisilamistir. Bu da ¢alismamizin bir kisithiligidir.

Calismamizin bir diger asamas1 SF-NPB-22 maddesinin xCELLigence DP Gergek
Zamanh Hiicre Analiz Cihaz1 kullanilarak sitotoksik etkileri incelenmistir. Kontrol ve
SF-NPB-22 konsantrasyonlar1 hesaplanarak deney grubu olusturuldu ve maddeler E-
plate sistemine yerlestirildi. Uygun konsantrasyonlar SF-NPB-22 i¢in 1uM, 10 uM, 50
uM ve 100 uM olarak belirlendi. Bilesik aktivitesini izlemek i¢in 96 saat boyunca
gercek zamanli hiicre analiz cihazinda okuma alindi. Cihazda yapilan okuma sonucunda
elde edilen proliferasyon egrilerinin zamana bagl grafigine gore SF-NPB-22 maddesi
icin hiicrelerin yarisim oldiirmeye yetecek toksik deger ICso degeri 66 uM olarak
hesaplanmistir. Yapilan calismanin kontroliinii saglamak i¢in aymi konsantrasyonun
hiicreye tekrar verilip yontemin dogrulugunun kontrolii yapilabilir. Ayn1 zamanda 5F-
NPB-22 maddesinin apoptoz/nekroz gibi farkli hiicre 6liimii mekanizmalar1 bakilabilir.
Calismamizda THLE-2 karaciger hiicrelerini -80°C° de c¢ogaltarak saklamistik.
Dondurucu bozuldugu i¢in bakmay1 planladigimiz hiicre 6liimii yontemi, hiicrelerin
canlilik 6zelligini kaybetmesinden dolay1 yapilamadi. Dondurucunun zamansiz bir

sekilde bozulmasi ¢alismamizin ikinci 6nemli kisithiligidir.
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SF-NPB-22 maddesinin 1pM konsantrasyonunda hiicre proliferasyonunda azalma
kontrol grubuna ve zamana gore bakildiginda anlamli bir degisim goézlenmemistir
(p>0,05). 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonunda hiicre proliferasyonundaki azalma
kontrol grubuna gére anlamli diizeyde azalmistir (p<<0,05). Zamana gore bakildiginda da
10uM grubunda hiicre proliferasyonundaki azalma 48nci saatte baslarken, 50 ve 100
uM grubunda hiicre proliferasyonundaki azalma 24ncii saatten itibaren baslamistir
(p<0,05). Bu bize uygulanan maddenin miktar1 arttikca maruz kalma siiresi uzadik¢a
maddenin hiicre canlilifina verdigi zararin artacagini gostermektedir. Literatiirde SF-
NPB-22’nin sitotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
elde edilen bu degerin diger ¢alismalara yol gdsterici olacagi diistiniilmektedir.

2014 yilindan beri bir cok Avrupa iilkesinde ve ayn1 zamanda Tiirkiye’de satilan
SF-ADB(metil2-{[1-(5-floropentil)-1H-indazol-3-karbonil]Jamino }-3,3 dimetilbiitanoat),
siklikla kotliye kullanilan sentetik kannabinoidlerden biridir. Yeter ve ark. yiiksek
coziinlirliiklil kiitle spektrometrisini (LC-HRMS) kullanarak insan karaciger mikrozom
(HLM) inkiibasyonlari ile SF-ADB’nin in vitro metabolizmasini incelemislerdir. Gergek
idrar numunelerinin analizleri ile in vivo metabolizmasi incelemis ve in vitro
calismasindan alinan verilerle karsilastirmislardir. 3 saatlik inkiibasyondan sonra ana
bilesigin hi¢ saptanamadigini belirtmislerdir. Elde ettikleri 3 metaboliti SF-ADB’nin
alimin1 kanitlamak igin hassas ve spesifik idrar belirtegleri olarak tanimlamislardir!?,

Insan hepatositleri, SK’lerin insan metabolitlerini tanimlamak i¢in HLM'ye gére
bircok avantaj sunar. Hepatositler, tiim faz I ve II ilag metabolize edici enzimleri,
kofaktorleri (NADPH gibi) ve ilag¢ tasiyicilarimi igeren fizyolojik karaciger ortamim
daha ¢ok temsil eder. Fizyolojik bir karaciger ortamini daha iyi simiile etmek icin HLM
yerine insan hepatositleri se¢ilmektedir. Ek olarak, bilesiklerin metabolize edilmeden
once hiicre zarlarindan gegmesi gerekir ki bu HLM icin gegerli degildir. Hepatosit
inkiibasyon modelinin AB-FUBINACA, AB-PINACA ve AH-7921 tiiketimini
dogrulamada basarili oldugu kanitlanmistir'>*, HLM c¢alismalarinda ara basamaklara
olmasi istenen reaksiyolar i¢in belirli kofaktorler, koenzimler, katki maddeleri
eklenmektedir. Bu durumda olas1 konjugasyon reaksiyonlar1 bilinmektedir. Bizim
caligmamizda hepatositler kullanilmistir. Bu yiizden HLM caligmalarinda oldugu gibi
konjugasyonlar bilinmemektedir. Belirledigimiz metabolitler LC/Q-TOF MS cihazinda

kullandigimiz yazilim sayesinde yogun sinyallerin cihazin verdigi kapali formiillerle
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karsilastirilmastyla elde edilmistir.

Insan hiicre hattinda faz 1 metabolitleri ile ilgili bir ¢alismay1 Joana ve ark.
yapmislardir. Calismada noéroblastom (SH-SYS5Y) ve bobrek (HEK-293T) hiicre hatlar
JWH-018 ve metaboliti N-(3-hidroksipentil)’e maruz birakilmistir. Hiicre toksisitesi
MTT ve LDH protokolleri ile degerlendirilmistir. Ayrica ¢ift boyama metodolojisiyle
hiicre 6liimiiniin apoptoz mu yoksa nekroz mu oldugu gosterilmistir. Sonuglara gore
JWH-018’in anlamli bir sekilde hiicre canliliginda azalmaya neden olmadigi ama
metabolitinin 25uM iistiinde 6nemli azalma oldugunu belirtmislerdir. Her iki hiicre hatti
da metabolitten etkilenmistir yani toksisitesinin daha fazla oldugu belirtilmistir'23.

Sentetik kannabinoidlerin kotiiye kullanimi, birgok acil servis ve Oliimle
sonuclanan 6nemli bir halk saghig sorunudur. Hiikiimetler tarafindan yasadist
uyusturucu planlamasina ragmen, yeni SK’ler siirekli olarak tanitilmaktadir. Bu
biiyliyen zorluga karst koymak i¢in kiiresel igbirligi kritik dneme sahiptir. Bunlarla ilgili
caba gosteren Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagmmlihign Izleme Merkezi
(EMCDDA), Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Su¢ Ofisi (UNODC), Amerika
Uyusturucu Kullanimi Erken Uyar1 Sistemi (EWS) kuruluslar bulunmaktadir. Izleme
icin maddelerin belirleyici metabolitlerinin hizl1 bir sekilde yayinlanmasi ve insan idrar
orneklerinde de calisilmasi gereklidir.

Baslica engeller, hedeflenmemis idrar SK taramasi i¢in gerekli cihazlarin
maliyeti, SK insan hepatosit inkiibasyonlarinin enjeksiyonundan sonra elde edilen
olduk¢a karmasik cihaz verileri, optimal SK majoér metabolitlerini belirlemek icin
gereken zaman ve becerilerdir. Ayrica, hedeflenmemis SK tarama tekniklerinde iiretilen
verilerin boyutu c¢ok biiyiiktiir. Bu yilizden verimli ve dogru veri tabanlarinin
olusturulmasi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesi gereklidir.

Sentetik kannabinoid metabolit taramasi1 ve dogrulama analizlerinin, ortaya ¢ikan
SK alimint belirlemek i¢in siirekli olarak gilincellenmesi gerekir. Adli toksikoloji
laboratuvarlar1 ile analitik standartlarin mesru tedarikgileri arasindaki isbirligi,
gelecekteki SK salginlarina daha iyi hazirlik ve daha zamaninda yanit verilmesiyle
sonuglanabilir. Klinisyenler ve saglik personeli tarafindan artan taninma ve raporlama,
devam eden bu SK salginiyla miicadeleye yardimci olabilir. Klinisyenlerin ve saglik
personelinin yerel egilimlerden haberdar olmast ve gerektiginde eczacilar, kanun

uygulayicilar, toksikologlar ve psikiyatristler ile ortaklaga SK alimini ve bunlarin ortaya
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¢ikan toksisitelerini tartismas1 dnemlidir'>,

Ayrica diger yaklasimlarla karsilastirildiginda, 6rn. insan karaciger mikrozomlar1
ile inkiibasyon veya sicanlara kontrollii ilag uygulamasi, insan hepatositleri,
metabolitlerin belirlenmesinde en gergekei spektrumu saglamaktadir!,

Diao ve ark. yaptiklar1 caligmada, insan hepatositleri ve insan karaciger
mikrozomlar1 (HLM) gibi en yaygin in vitro metabolizma modellerini avantajlart ve
dezavantajlar1 1s1ginda karsilastirmiglardir. Ayrica in silico yazilim tahmini, in vivo
sigan, zebra baligi inkiibasyonu ve mantar Cunninghamella elegans (C. elegans)
modelleri gibi diger yaklasimlari da gbzden gecirmislerdir. Insan karaciger
mikrozomlar1 ile inkiibasyon veya siganlara kontrollii ila¢ uygulamasi, biitiin
yaklagimlarla karsilastirildiginda, metabolitlerin belirlenmesinde en gergekci sonuglari
sagladigini belirtmislerdir.'3.

Bilimsel c¢aligmalardaki bilgi eksikliginin yani1 sira yeni SK’lerin siirekli
uyusturucu kullanicilart tarafindan kullanimina devam edilmektedir. Hill ve ark. 5F-
NPB-22 maddesininde dahil oldugu 5 sentetik kannabinoid reseptér agonistinin
sentezini yapmislardir. 160 hastanin kan ve idrar Orneklerinde bu maddeleri
belirlemiglerdir. Ancak sentezlenen 5 madde icin toksisite ile iliskili konsantrasyonlar
mevcut olmadigindan ve yaymlanmis nicel klinik vakalar bilinmediginden, kii¢iik
numune boyutu, numuneye maruz kalma siiresiyle ilgili belirsizlik ve birlikte alinan
diger katkilarin nedeniyle toksisitenin ciddiyetini konsantrasyonla iliskilendirmenin
miimkiin olmadigini belirtmislerdir®.

SFE-NPB-22 maddesinin kullannmi madde kullanicilar1 arasinda azalsada,
literatiirda heniiz insan hepatosit c¢alismalart  yapilmamis, toksisite etkisi
belirlenmemistir. Bu durum c¢alismamizin diger calismalara onciiliik edecegini ve bu

madde ile ilgili literatiire katki saglayacagini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Bu calismada yeni tasarim psikoaktif maddelerden SF-NPB-22’ nin THLE-2

(ATCC® CRL-2706™) karaciger hiicre hattinda 3 saat inkiibasyonu saglandi.
. Inkiibasyon sonucu hiicre kiiltiirii ortamindan alinan &rnekler LC/Q-TOF MS

cihazinda analiz edildi.

. Cihazdan elde edilen ham veri datalarin islenmesi ve metabolitlerin

degerlendirilmesi MetaboliteID yazilim programi ile yapildi. SF-NPB-22
maddesinin teorik olarak olasi metabolitleri olusturulup programa gore ester
hidroliz {irlint, metil ester ve etil ester olmak {lizere 3 ana metaboliti belirlendi.
Bunlardan en yogun olan ana metabolitin m/z 251,1186 olan ester hidroliz
tiriini oldugu sodylenebilir, ancak gergek idrar ornekleriyle konfirme edilmesi

gerekmektedir.

. 5F-NPB-22 maddesinin farkli konsantrasyonlari1 hazirlanarak xCelligence

gercek zamanli hiicre analiz cihazi kullanilarak sitotoksik etkileri incelendi.

Deney okuma 96. saatte sonlandirildi.

. Yapilan gercek zamanl hiicre analiz ¢aligmasinda elde edilen proliferasyon

egrilerinin zamana bagh grafigine gore SF-NPB-22 maddesi i¢in hiicrelerin
yarisini dldiirmeye yetecek toksik deger ICso degeri 66 pM olarak bulundu.

Sitotoksisite deney sonuglarina gore, uygulanan maddenin miktar1 arttikca ve
maruz kalma siiresi uzadik¢a maddenin hiicre canliligina verdigi zararin

artacag gosterildi.

. Sentetik  kannabinoidlerin  metabolitlerinin  toksikolojik  profillerinin

belirlenmesi, bu maddelerin uzun vadeli ve kronik yan etkilerini anlamak icin

anahtar olabilecegini diisiindiirmektedir.

. Adli ve klinik laboratuarlarin sentetik kannabinoidlerin yeni belirteclerini

tarama yoOntemlerine dahil etmesi i¢in, sentetik kannabinoidlerin metabolik
profilleri belirlenmelidir. Sentetik kannabinodlerin de bir¢ok metaboliti ana
maddeden daha fazla toksisite gostermektedir. Bu yiizden madde aliminin
gosterilmesi icin ¢esitli in vitro ve in vivo sistemler kullanilarak sentetik

kannaobinoidlerin metabolitleri belirlenmelidir.
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9.

10.

11.

Sentetik kannabinoid kullaniminin siirekli artmasi onemli bir halk saglig
sorunudur. Bu biiyliyen zorluklar karsisinda kiiresel isbirligi biiyiilk oneme
sahiptir. Devlet kurumlar1 ve bilim toplulugu arasinda hizli bilgi paylagimi
yapilmalidir.

Idrarda  sentetik kannabinoid taramasi igin ve insan hepatosit
inkiibasyonlarindan sonra elde edilen karmasik cihaz verilerinden ana
metabolitleri belirlemek i¢in zamana ve deneyimli personele ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica bunlarin belirlenmesi i¢in verimli ve dogru tekniklerin
gelistirilmesi ve stirekli giincellenmesi gerekmektedir.

Adli toksikoloji laboratuvarlart ile analitik standartlarin tedarikgileri
arasindaki isbirligi, gelecekteki sentetik kannabinoid kullanimini belirlemek

icin daha hazirlikli bir alt yapi ile hizli yanit verilmesiyle sonuglanabilir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Toplant1 Sayisi Tarih

7 6 Temmuz 2018

KARAR NO 49- Cukurova Universitesi Bagimlilik ve Adli Bilimler Enstitiisit Adli Bilimler
Anabilim Dali’'nda Dog. Dr. Nebile Daglioglu y6netiminde, Fadile Defne Yaldiz tarafindan
yiiriitiilmesi ongoriilen, “Yeni Tasarim Psikoaktif Maddelerden SF-NPB-22'nin Insan
Karaciger Hiicre Hatti Inkiibasyonu ile Elde Edilen Metobolitlerinin Degerlendirilmesi”
baslikli doktora tez projesi arastirma etigi yoniinden degerlendirildi. Toplantiya katilan

tiyelerin oybirligiyle uygun olduguna karar verildi.
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17.07.2018 tarihinde saat 11.45'de toplanan Enstiti Yénetim Kurulu asagidaki Karariari oy birligi ile
karar verildi.

KARAR:3 Adli Bilimler Anabilim Dal'nin 17.04.2018 Tarih ve 13/1 No'lu Akademik Kurul Karan
gorigildii.

Adli Bilimler Anabilim Dali Doktora égrencisi Fadile Defne YALDIZ'in “Yeni Tasanm Psikoaktif Maddelerden 5F-
NPB-22'nin insan Karaciger Hiicre Hatti inkiibasyonu ite Elde Edilen Metabolitlerinin Tammlanmasi™
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