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OZET

Sentetik Kannabinoid AB-PINACA (K3) ve Metabolitlerinin idrar, Tam Kan ve
Kuru Kan Karti (DBS) Numunelerinden Analizine Yonelik LC-MS/MS
Metodunun Gelistirilmesi

Psikoaktif maddeler, asil olarak merkezi sinir sisteminde etkisini gosteren ve beynin
islevlerini degistirerek algida, davranista gegici degisikliklere neden olan kimyasal
maddelerdir. 2000°1i yillarin basindan itibaren, “yasal kafa yapici maddeler”, “tasarim
maddeler”, olarak bilinen yeni psikoaktif maddelerin (YPM) ortaya ¢ikmasiyla kotiiye
kullanilan madde c¢esidi ve kullanim potansiyeli ivmelenerek artmistir. YPM’ler
geleneksel uyusturucu siniflarindan olmadigi igin tespit edilene kadar herhangi bir
yasal kisithligi bulunmamaktadir. iki basamakli analiz prensibine dayali olan
toksikoloji analizlerinden ilk basamakta cogunlukla immunoassay temelli analiz
yontemi kullanilmaktadir. Ancak immunoassay temelli analiz yontemleri bilinen
maddelerin uyusturucu analizlerinde oncii pozitif/negatif sonu¢ verme Otesine
gecemedigi gibi YPM’lerin analizinde de oldukga kisith alanda kalmaktadir. Ikinci
basamakta ise enstriimental yontemlere dayanan, kantitatif olarak, madde varliginin
dogrulandigi, miktarinin o6l¢iildiigii dogrulama analizleri uygulanmaktadir. Adli
toksikoloji laboratuvarlarinda genellikle idrar, tam kan ve doku Ornekleri analiz
edilmektedir. Alternatif matris olarak karsimiza c¢ikan kuru kan kartinin (DBS)
kullanilmasi, geleneksel "tlip i¢i" drneklemeye kiyasla sundugu avantajlari nedeniyle,
psikoaktif bilesiklerin kantitatif biyoanalizi iginde 6nemli 6l¢iide dikkat ¢ekmektedir.
Calisma kapsaminda olusturulan metodoloji geleneksel matrisler olan idrar ve tam kan
numunelerinin yani sira alternatif matris olan DBS 6rneklerinde AB-PINACA (K3) ve
metabolitlerini es zamanli kalitatif ve kantitatif tayinini gergeklestirecek kiitle

dedektorlii sivi kromatografisi (LC-MS/MS) temelli metodoloji gelistirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Adli bilimler, Yeni psikoaktif maddeler, AB-PINACA, LC-
MS/MS, Kuru kan karti.



ABSTRACT

Development of LC-MS/MS Method for Analysis of Synthetic Cannabinoid AB-
PINACA (K3) and Its Metabolites from Urine, Whole Blood and Dry Blood Card
(DBS) Samples

Psychoactive substances are chemical compounds that primarily affect the central
nervous system, causing temporary changes in perception, behavior by altering the
brain's functions. The emergence of new psychoactive substances (NPS) known as
"legal highs," "designer drugs," since the early 2000s has accelerated the proliferation
and potential for substance abuse. NPS do not fall under traditional drug
classifications, and therefore, they do not have any legal restrictions until they are
identified. At this point, there is a constantly renewed database, especially in forensic
toxicology laboratories. Toxicology analyses, which are based on a two-tiered analysis
principle, commonly utilize immunoassay-based methods in the first tier. However,
immunoassay-based methods are limited to providing preliminary positive/negative
results for known substances in drug analyses and also have limited applicability in
the analysis of NPS. The second tier involves quantitative confirmation analyses based
on instrumental methods, which confirm the presence and measure the quantity of the
substance. Forensic toxicology laboratories generally analyze urine, whole blood, and
tissue samples. The use of dried blood spot (DBS) cards as an alternative matrix has
gained significant attention in the quantitative bioanalysis of psychoactive compounds
due to the advantages it offers compared to traditional "in-tube" sampling. In this
study, a mass spectrometry-based liquid chromatography (LC-MS/MS) methodology
was developed to simultaneously perform qualitative and quantitative determination
of AB-PINACA (K3) and its metabolites in both traditional matrices, such as urine

and whole blood samples, and the alternative matrix, DBS samples.

Keywords: Forensic science, New psychoactive substances, AB-PINACA, LC-
MS/MS, Dried blood spot.



1 GIRIS VE AMAC
1.1  Giris

Yeni psikoaktif maddeler (YPM), Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug Biirosu
(UNODC) tarafindan “1961 Narkotik ilaglar Tek Sézlesmesi veya 1971 ile kontrol
edilmeyen, saf bi¢imde veya bir miistahzar halinde kotiiye kullanim maddeleri olarak
tanimlanmaktadir. UNODC ayrica “yeni” teriminin mutlaka yeni buluslara degil,
piyasada yakin zamanda bulunabilen maddelere atifta bulundugunu belirtmektedir.
Terapotik amagh gelistirilmis ¢ok sayida YPM’nin daha sonra geleneksel yasadisi
psikoaktif maddelere yasal alternatifler haline gelmis olup, 6forik etkileri nedeniyle
kotiiye kullanildigl ve yogun sekilde istismar edildigi goriilmektedir. Bu ¢ercevede,
toksikoloji ~ laboratuvarlar1  ¢esitli  biyolojik  materyallerde =~ YPM’lerin
konsantrasyonunu hassas ve segici analitik metotlarla tespit etmekle gorevlidir (1).
YPM’lerin tanimlanmasindaki zorluklarla baglantili artan polis nobetleri, farkli
numune substratlarinda bilinmeyen bilesikleri belirleyebilen hedeflenmemis analitik
yontemlere ilgi uyandirmistir. Bu nedenle, YPM’lerin kontrolii ve tanimlanmasi igin
zaman agisindan etkili metodolojilerin arastirilmasi, su anda uyusturucu kagakc¢iligini
durdurma ihtiyacinin motive ettigi bir ¢abadir (2). Yapilan bu ¢aligma ile kan, DBS ve
idrar Orneklerinden ithal malzeme olan kati faz ekstraksiyon (SPE) kartusu
kullanmaksizin, ulusal mevzuatlardaki molekiil yapilar1 dikkate alinarak belirlenen
sentetik kannabinoid olan AB-PINACA ve bu maddenin metabolitlerinin analizi
hedeflenmistir. Bu baglamda dogrudan ve es zamanli analiz gergeklestirebilen LC-

MS/MS temelli giivenilir bir metot gelistirilmistir.
1.2 Amag

Bilinen ve yasalar tarafindan kontrol altina alinmis olan narkotik ve psikotrop
maddelerin disinda, bu maddelere benzer etkiler gosteren ancak herhangi bir yasal
kisitlilig1 olmayan YPM’lerin goriilme siklig1 tlim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
giderek artmaktadir. Biyolojik matrislerde diisiik konsantrasyonlarda olabilecek bu tiir

bilesiklerin tespiti ve dogru Ol¢imii biiylik Onem arzetmektedir. Bu baglamda



immiinolojik testler, hizli sonug¢lanmasi ve invaziv olmayan numunelendirmeye imkan
tanimast nedeniyle ilk tercih edilen analiz teknigi olmaktadir. Ancak, ticari olarak
temin edilebilen immiinolojik testler, smirli sayida YPM’nin analizini
gerceklestirirken ayni zamanda duyarlilik yoniinden zayif ve ¢apraz reaksiyon
olasiligmin yiiksek olmasi sebebiyle raporlarin giivenilirligine golge diistirmektedir.
Bu noktada, oldukg¢a hassas ve spesifik analiz metotlarinin gelistirilmesini olanak
sunan LC-MS/MS teknigi esasli, AB-PINACA ve metabolitlerini kapsayan bir analitik

¢Oziim amaclanmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Uyusturucu Nedir?

Madde terimi, c¢ogunlukla psikoaktif etkilerine bagh kotiye kullanim veya
bagimlilik gibi kullanim bozukluklarina sebep olan molekiiller i¢in kullanilmaktadir.
Uyusturucular ve koétiiye kullanilan ilaglar, iirettikleri hos etkilerin bir sonucu olarak,
baska amaglarla kullanilan maddelerdir. Uyusturucular, "psikoaktif" maddeler
grubunu olusturmaktadir ki bu maddeler, beyin ve merkezi sinir sistemi {lizerinde
birincil etkileri vardir. Psikoaktif ilaglar, insan beyninde dogal olarak olusan ve
ndrotransmiterler ad1 verilen molekiillere kimyasal olarak benzemektedirler. Benzerlik
nedeniyle psikoaktif ilaglar, beyni yabancit maddelerden korumak icin var olan kan-
beyin bariyerini gegmektedir ve bir kez beyinde serbest kalmay1 uyararak, salinimi
inhibe ederek, geri alim1 bloke ederek veya beynin kendisindeki norotransmiterleri
taklit ederek etkilerini iiretmektedir. Ilag {iretiminde kullamlan aktif farmasotik
bilesenlerin kalitesinin giivence altina alinmasi i¢in, Avrupa Farmakopesinin analitik
gereklilikleri bir kilavuz gorevi goriir ve baglayici bir karaktere sahiptir (3-7).
Uyusturucu madde Diinya Saglik Orgiitiiniin, 11. revizyonu olan Uluslararas1 Hastalik
Siniflandirmasi1 El Kitabi’nda (ICD-11), viicuda girdiginde davranissal, ruhsal ve
beden lizerinde degisikliklere sebep olarak, bagimlilik yapan kimyasallar olarak
geemektedir. Bu maddeler tip kaynaklarinda psikoaktif madde olarak gegmektedir (8).
Giliniimiizde yasadist madde kullanimi, eglence amagh psikoaktif maddeler alan
gencleri, igerdigi riskleri algilamadan 6zellikle etkileyen, eglence ile baglantili bir
olgudur. Esrar, kokain ve MDMA/ekstazi bu sirada en ¢ok tiiketilen yasa disi
maddelerdir (9).

Son yillarda esrar, kokain, metamfetamin gibi geleneksel uyusturucularin
yaninda, bu uyusturucu maddeleri taklit eden YPM’lerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
uyusturucu pazarinda muazzam bir degisiklik meydana gelmistir. "Yasal uyusturucu
maddeler" veya "aragtirma kimyasallar1" olarak pazarlanan YPM’lerin sayis1 hizla
artmasi halk sagligi icin ciddi risk teskil etmektedir. Yasal bir kisitliliginin olmamasi

ve kolay temin edilebilmesi bu maddelerin piyasaya arzini giderek arttirmaktadir (10-



12). Benzodiazepinler, opiatlar, opioidler, esrar, kokain, amfetamin tipi uyaricilar,
sentetik  katinonlar, sentetik kannabinoidler, ikame edilmis fenctilaminler,
piperazinler, triptaminler, piperidinler, zolpidem, ketamin ve ilgili maddeler dahil
olmak iizere psikoaktif maddeler, diinya capinda siklikla kétiiye kullanilmaktadir ve

ana odak noktasi olmaktadir (13,14),

“Tasarim 1ilaclar’” yani YPM terimi ilk olarak, iyi bilinen kdtiiye kullanilan
ilaglarin el altindan degistirilmesinden tiiretilen, yasal kontroliin disinda kalirken
farmakolojik etkilerini koruyan veya artiran yeni maddeleri tanimlamak ig¢in
kullanilmistir. Bu terim su anda endistriyel veya akademik arastirmalardan
kaynaklanan ancak asla tibbi onay almayan maddeleri icerecek sekilde daha yaygin

olarak kullanilmaktadir (15).

YPM’ler, piyasaya siirlilmeden once klinik degerlendirmeye tabi degildir.
Yalnizca bir kaza, asir1 doz veya siipheli 6liimle sonuglanan bir olay meydana
geldiginde bir YPM simiflandirilabilir ve yasal olarak kontrol edilebilir veya tibbi
kullanim1 tanimlanabilmektedir. 2005 gibi erken bir tarihte, Avrupa Birligi iiyesi ve
aday lilkelerde madde kullanimi ve bagimliligi hakkinda objektif, giivenilir ve
karsilastirilabilir bilgi toplanmasi, analizi, paylasimi ve kullanimi1 amaciyla kurulan;
Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi (EMCDDA), YPM
icin Avrupa Birligi Erken Uyari Sistemini (EWS) gelistirdi. EMCDDA verilerine gore
YPM sayilar1 2005'ten 2007'ye kadar 35'e, 2014'ten 2016'ya kadar 265'e yiikselmistir
(EMCDDA 2017). Ayrica, Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug Ofisi (UNODC),
2009-2016 yillar1 arasinda 109 {iilke ve bolgeden kiimiilatif toplam 739 farkli YPM
raporu aldi. YPM’ler “banyo tuzlar1”, “bitki gidalar1” veya “giibre” gibi isimler altinda
satilirken, uyusturucu kullanimi mevzuatini atlatmak i¢in “insan tiiketimi i¢in degil”
olarak etiketlenmektedir. 2018-2020 yillar1 arasinda, Avrupa'da 730 YPM izlenmis ve
ek olarak 55 YPM ilk kez tespit edilmistir. Ayrica EMCDDA, YPM kacak¢iligina
iligkin bilgiler igeren yillik Avrupa Uyusturucu Raporunu da sunmaktadir (16-18).

Tiirkiye’de ise Tiirkiye Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig1 izleme Merkezi
(TUBIM) ulusal irtibat noktas1 olarak faaliyet gdstermektedir. EWS kapsaminda



tilkemizde goriilen ve goriilme riski yiiksek olan YPM’ler ile miicadele faaliyetlerini
gerceklestirilmesi i¢in risk degerlendirmeleri yapilarak 2313 sayili Kanun kapsamina
alinma siireci takip edilmektedir. Uyusturucu kagak¢iligindaki {i¢ ana rotadan (Kuzey-
Giiney-Balkan Rotalar1) ve son derece onemli bir giizergah olan “Balkan Rotas1”
tizerinde bulunan Tiirkiye, Asya’da iiretilen ve Avrupa’ya transfer edilen basta eroin
olmak tizere afyon tiirevleri kacak¢iliginda ve ayni1 bolgede son yillarda imalat1 ve
kacakcilig1 artmaya devam eden metamfetaminde, yani sira Avrupa’da iretilen ve
Asya’ya sevkiyati yapilan sentetik uyusturucu ve bu uyusturucu maddelerin
tiretiminde kullanilan kimyasalarin kagakciliginda gec¢is ve hedef {ilkedir. Balkan
rotast eroin dahil diger opiyatlarin Avrupa’ya kagak¢iliginda on yillardir en sik
kullanilan rotadir. Eroinin AB’ye girisinde Balkan rotasinin kilit bir koridor olma
0zelligini slirdiirdiigli, bu nedenle de Tiirkiye nin eroinin AB pazarlarina girisinin
Onlenmesi i¢gim merkezi bir dneme sahip oldugu 2019 Avrupa Uyusturucu Pazarlari
Raporu’nda da belirtilmistir. Gegmis yillarda oldugu gibi halen iilkemiz kolluk
birimleri tarafindan tiim AB iilkelerinden daha fazla miktarda eroin yakalamasi
gerceklestirilmektedir. 2020 yilinda AB iilkelerinde ele gegirilen eroin miktar1 5.1 ton
iken Tiirk glivenlik gii¢leri tarafindan yakalanan eroin miktar1 13.8 tondur. Tiirkiye
2020 yilinda 14 ton eroin ele gegirilmesiyle, diinyada en ¢ok eroin yakalanan iiciincii

ilke olmustur (19).

2.2 Adli Toksikoloji

Toksik ajanlarin sayisi, basta ilaclar olmak tizere kotiiye kullanilan ilaglar, bitkiler
ve mantarlardan gelen dogal toksinler ile pestisitler ve ev kimyasallar1 dahil, oldukca
fazladir. Adli toksikoloji, tibbi bir baglamda biyolojik ve ilgili 6rneklerde ilaglarin ve
diger yabanci bilesiklerin ve bunlarin metabolitlerinin saptanmasi, tanimlanmasi ve
Olclilmesiyle ilgilenmektedir. Klinik ve adli toksikolojide, doping kontroliinde, yasakli
maddelerin, zehirlerin ve bunlarin metabolitlerinin analizlerinin kesin olarak yapilmasi
gerekmektedir. Bu disiplinin dogas1 ve analitik sonuglarin hukuki sonuglar1 nedeniyle,
dogruluk, giivenilirlik ve gegerlilik temel hususlardir. Etkin bir toksikolojik analiz,

madde kullaniminin teshisi ve tedavisinde en 6nemli basamaklardan biridir (20,21).



Adli  toksikoloji analiz testleri bagimliik yapan maddelere gore
siiflandirilmaktadir. Bu testler hem antemortem hem de postmortem evrelerinde,
farkli biyolojik ornekler ile ¢alisilabilmektedir. Toksikolojik analizlerde izole edilen
maddelerin nitel (kalitatif) analizleri i¢in genel tarama testleri kullanilmaktadir. Saghk
hizmetleri, igyeri ve ceza gerektiren ortamlarda sik¢a kullanilan uyusturucu testi, son

10 yilda yayginlasmistir (22,23).

Adli nedenlerle uyusturucu madde testinin amaci, mevcut tiim ilaglarin hassas,
spesifik ve kesin bir sekilde tanimlanmasini saglamaktir. Tanimi geregi, adli testler
cezal sorusturma asamasinda kullanilir ve bu nedenle numune biitiinligi, gozalti
zinciri doklimantasyonu ve yasal testle ayn1 sekilde bir referans ila¢ analizi yontemi
ile uyusturucu kimlik dogrulamasi kriterlerini karsilamalidir (24). Yasadisi
uyusturucularin alkolle ve bazen de farmasétikler ve kontrol edilmeyen maddelerle
kombinasyonunu igeren ¢oklu wuyusturucu kullanimi, Avrupa'da uyusturucu
kullaniminin baskin modeli haline gelmistir. Uyusturucu etkisi altinda ara¢ kullanma
sliphesiyle birakilan siiriiciiler iizerinde yapilan c¢alismalarda, vakalarin% 80'inden
fazlasinda alkol disinda bir psikoaktif madde tespit edilmistir. Sonu¢ olarak,
zehirlenmenin izlenmesi i¢in plazma gibi biyolojik matrislerdeki farkli kotiiye
kullanim ilaglarinin verimli bir sekilde belirlenmesi i¢in giivenilir analitik yontemlere

ihtiyag vardir (9).

Bir adli laboratuvar tarafindan yapilan analiz sonuglar1 rapor edildiginde veya
mahkemede sunuldugunda, testin yetkili bir laboratuar tarafindan yapildigina ve
sonuclarin dogru ve giivenilir olduguna dair agik bir beklenti vardir. Bu noktada,
mahkemelerin herhangi bir laboratuvarin "dogru cevabi" almaya yetkili olup
olmadigin1 nasil bilebilecegi sorusu 6nem arz etmeye baslamistir. Bu baglamda,
herhangi bir laboratuvarin kusursuz performans gosterecegini garanti etmenin bir yolu
olmamakla birlikte, idari inceleme ve yerinde denetimin ardindan laboratuvarin
akreditasyonu, giivenilirligi saglamak ve uygun standartlar1 belirlemek i¢in 6nemli bir
adimdir. Adli bir toksikoloji laboratuvarinin onaylanmis kalite ve yonetim yapilarina
uygunlugu su anda birc¢ok iilkede analitik sonuclarini ve raporlarini kabul edebilmek

icin zorunludur. Bireysel vakalarda bulunabilecek temelde sinirsiz sayida uyusturucu



madde ve ila¢ oldugundan, adli toksikoloji, bu maddelerin tespit yontemlerini

tamamlamak, iyilestirmek ve kaliteyi artirma ile yakin iliskisini gostermek i¢in siirekli

caba sarf edilmesi gereken bilimsel bir disiplindir (25).

Adli toksikolojide, kontrol altindaki maddelere maruz kalmanin dogrulanmasi,

atesli silah ruhsatlari i¢in bilgi saglanmasi, ¢gocuk velayeti, 6liim vakalari, zehirlenme

vakalar1 ve uyusturucu kullanimi/bagimlilig1 gibi tibbi veya yasal sorusturmalarda

gerekli analizler gerceklestirilmektedir. Bu analizler, yanlis bir pozitifin ciddi

sonuglara yol agabilecegi giivenlik ve gozetim zinciri, analitik prosediirler, yontem

kalibrasyonu ve dogrulama, raporlar gibi kisithh yonergeleri ve laboratuvar

prosediirlerini takip etmektedir (26,27).

Adli toksikoloji genel olarak {i¢ ana sektdre ayrilmaktadir:

Isyerinin gerektirdigi istihdam 6ncesi uyusturucu taramalar1 veya uyusturucu
taramalar ile ilgili igyeri veya istihdam Oncesi testler.

Olen bireyler iizerinde toksikoloji testi ile ilgilenen 6liim sonras: toksikoloji
ve otopsi siirecinin rutin bir pargasidir. Postmortem sorusturmada asil amag
6liim nedenini tespit etmek ve kosullarmi agikliga kavusturmaktir. Oliim
sonrasi toksikoloji, sadece 6liim sonrasi viicuttaki toksik maddenin varligini
ve miktarini belirlemeyi degil, ayn1 zamanda kimyasal degisim ve seyreltme
dahil viicudun dogal siire¢lerinin maddeyi nasil etkiledigini de icermektedir.
Insan performansi veya davramsini degistiren maddelerin yoklugunu veya
varligimi aydinlatmak i¢in insan performans testi veya suglu toksikoloji
kullanilir. Bu, cezai suglarin aragtirilmasindaki belirleyiciler veya toksikolojik
faktorlerle ilgilenmek, alkol veya uyusturucu etkisi altinda araba kullanmak,
uyusturucu kullanirken sug islemek veya cinsel saldirt gibi bir kisiye karsi

islenen bir su¢ta bulunmakmaktir.

Bu nedenle, adli toksikologlarin c¢alismasi, kiiciik miktarlarda uyusturucu

madde/ilaglar ve bunlarin metabolitlerinin bir matristen izole edilmesi, saflastiriimasi

ve miktarinin belirlenmesi nedeniyle olduk¢a karmasik kabul edilir. Bireysel adli



toksikoloji numuneleri, toplamadan nakliyeye, analizden ve sonug raporlamaya kadar
tim adimlar sirasinda bozunma, kontaminasyon, tagsis ve/veya hasar olasiligini
azaltacak sekilde kullanilmalidir. Orneklerin toksikoloji laboratuvarina konvansiyonel
nakliyesi, manuel teslimati, postayla gonderileri veya ozel bir kurye hizmetini
iceremektedir ve bu siiregte drneklerin alindig1 yerden laboratuvara kadar eslik edecek

bir gbzetim zinciri formu tasarlanmalidir (28).

2.3 Sentetik Kannabinoidler

YPM’ler, ¢ok ¢esitli farkli ilag siniflarini igerir. Sentetik kannabinoidler (SKN)
grubu, en biiylik ve kimyasal olarak en c¢esitli olan gruptur (29). SKN’ler,
endokannabinoid sistemi kesfetmek i¢in arastirma araclar1 ve potansiyel terapdtikler
olarak gelistirilen heterojen bir bilesik grubudur. Ilk SKN’ler, sikloheksilfenoller,
1960'larda kanabinoid reseptorlerini lokalize etmek i¢in A9 THC'nin kimyasal yapisini
modiile ederek sentezlendi ve bu sentezdeki amag esrarin immiinomodiilasyon, istahin
diizenlenmesi, bagimlilik konusundaki potansiyel tibbi faydalarini incelemektir (30).
Farmakolojik  ozellikleri nedeniyle klinik alanda tibbi  potansiyellerini
degerlendirmenin yani sira kanabinoid etkilerini ayrintili bir sekilde artirmak igin
laboratuvar kosullarinda iiretilmektedirler. Son yillarda SKN’ler, bagimlilik yapici
ozelliklerine ragmen hem Tiirkiye'de hem de diinyada giderek artan bir sekilde kotiiye
kullanilmaktadir. SKN’ler 2000'li yillarin basindan itibaren laboratuvarlarda
sentezlendikten sonra kurutulmus bitkiler lizerine puskiirtiilerek kenevire alternatif
olarak satilmaktadir. SKN'ler iilkemizde “Bonzai ve Jamaica”, Avrupa'da “Spice” ve

ABD'de “K2” olarak bilinmektedir (31).

Kannabinoid reseptorlerinde (CB1 ve CB2) aktivitelerini ve bunlarin terapdtik
ajanlar olarak potansiyel kullanimlarini incelemek ig¢in orijinal olarak sentezlenen
SKN’ler, esrarin ana psikoaktif bileseni olan A9 tetrahidrokanabinoliin (A9-THC,
THC) etkilerini taklit etmektedir. Sentetik kannabinoid JWH-018'in floroalkil
versiyonu olan AM-2201 incelenmis ve JWH-018'den daha giicli oldugu
belirlenmistir. Bu da flor varligmmin baglanma afinitesi iizerindeki etkisini

gostermektedir. CB1 reseptorleri i¢in optimum afinite, R grubu olarak bir n-pentil
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grubunun varliginda bulunmustur. Potens, daha kisa (3 veya daha az karbon
uzunlugunda) veya daha uzun (6 veya daha uzun karbonlu) ile azalmistir. Bu nedenle,
piyasadaki SKN’lerin ¢ogunun, psikoaktif etkilerini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in bir n-
pentil veya bir 5-floropentil grubu icermesi sasirtic1 degildir. Caligmalar, hastaliklarin
tedavisinde potansiyel olarak yararli olduklarin1 gostermistir. Ancak, gii¢lii CB1 ve
CB2 reseptor aktivitesi, esrarin birincil psikoaktif bileseni olan A9-tetrahidrokanabinol
ile ayni etkilerin ¢ogunu ortaya ¢ikardigi i¢in kotiiye kullanim potansiyelinin de
temelini olusturmaktadir. Kanabinoid reseptor agonistleri, kimyasal yapilarina gore
alt1 ana gruba ayrilir: sikloheksilfenoller (kannabisiklohekzanol ve CP-47.497 gibi),
klasik kannabinoidler (HU-210 gibi), naftoilindoller (JWH- 018 ve JWH-073 gibi),
fenilasetilindoller (JWH-250/JWH-203 gibi), benzilindoller (AM-694/RCS-4 gibi) ve
naftoilnaftalenler (CB-13 gibi). Bu simiflardaki birgok ek analog, kimyasal yap1iy1 biraz
degistirerek sentezlenebilmektedir. SKN kétiiye kullanimi ve artan sayida acil servis
ziyaretleri konusunda artan endise, diinya ¢apindaki kolluk kuvvetlerinin bu

bilesiklerin birgogunu yasaklamasina neden olmaktadir.

Temmuz 2012°den sonra UR-144, XLR-11, AKB-48, PB-22, 5F-PB-22, AB-
CHMINACA, AB-PINACA ve THJ-2201 gegici olarak diinyada kontrollii madde
listesine eklenmistir. Bu bilesiklerin planlanmasindan bu yana, yasa dis1 piyasada
yapisal olarak farkli yeni SKN gruplari goriinmeye basladi. Bu kanabimimetik madde
tiirleri, indazol kannabinoidler olarak simmiflandirilir ve FUBINACA, ADBICA,
PINACA gibi bilesikleri ve bu bilesiklerin ¢oklu varyasyonlarini igermektedir. Bu
SKN’ler, daha once agiklanan gruplarin higbirine girmemektedir. SKN’lerin
planlanmasindaki artigla birlikte, uyusturucu testi laboratuvarlari, ortaya c¢ikan
analitleri dahil etmek icin yontemler gelistirmede proaktif bir yaklasim benimsemeye
baslamistir. SKN iirlinlerinin degisen bilesimi, bu bilesikleri tespit etmekle gorevli
analitik laboratuvarlar i¢in 6nemli bir zorluktur. Ozellikle idrar drneklerinde SKN
testlerine yonelik ek bir zorluk, bu bilesiklerin kapsamli biyotransformasyonudur. Ana
kannabinoid bilesikleri genellikle idrar orneklerinde saptanamaz. Maddeler viicuda
alindiktan sonra; kimyasal yapis1 degismeden ana molekiil veya degistirildikten sonra
metabolit olarak viicuttan atilirlar. Metabolitler, yar1 dmiirlerinin ana molekiilden daha

uzun olmasi, daha genis saptama penceresine sahip olmasina neden olmaktadir.
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Genel olarak, SKN'ler i¢in gézlemlenen iki Faz I metabolik yol vardir. Birincisi,
molekiiliin cesitli yerlerinde, ancak agirlikli olarak alifatik yan zincirler boyunca
meydana gelebilen hidroksilasyondur (esas olarak monohidroksilasyon). Bu
hidroksilasyonu genellikle karsilik gelen karboksilik aside oksidasyon izlemektedir.
Ikinci ana metabolik yol, amid veya ester fonksiyonel gruplari ile bilesiklerin
karboksilik asit metabolitlerine hidrolizidir. Bu baglamda metabolitleri tespit etme

yetenegi, SKN testi i¢in kritik 6neme sahiptir (32,33).

2.4 Sentetik Kannabinoidlerin Adli Bilimler Acisindan Onemi

Uyusturucularin kétiiye kullanilmasi ¢ok sayida tibbi, sosyal ve yasal sorunla
iligkilidir. Bu nedenle, "kotiiye kullanim ilaglar1" testi, adli toksikoloji ve ilgili
alanlarda 6nemli bir gorevdir. Genellikle ya bir akut ilag etkisini dogrulamak (6rnegin,
uyusturucu etkisinde ara¢ kullanirken) ya da uyusturucu yoksunlugunu izlemek
(6rnegin, isyerinde uyusturucu testinde) i¢in yapilmaktadir. Son yillarda, uyusturucu
pazarinda yeni bir trend olarak YPM’ler giderek daha 6nemli hale gelmistir. Cilinkii bu
maddeler ne resmi olarak terapdtik kullanim igin kayitli ne de kontrollii maddeler
olarak planlanmamistir. Geleneksel uyusturucu maddelerle karsilastirildiginda YPM
ucuzdur, elde edilmesi kolaydir ve bir¢ok tilkede regiile olmamasindan dolay1 6zellikle
gengler arasinda cazip konuma ulagsmistir. SKN’ler (Ucuz sentetik esrar,birinci sirada)
ve sentetik katinon (SKT) lar (Metamfetamin, kokain veya ekstazi’ye (MDMA) yasal
alternatifler, ikinci sirada) uyusturucu pazarindaki en popiiler ve en bol bulunan YPM

siniflarini temsil etmektedir (34-36).

YPM’lerin taninmasi ve tedavisi, saglik hizmeti saglayicilari i¢in birgok zorluk
olusturmaktadir. Genel toksikoloji bilgisi, akut zehirlenme ve doz agimini tanimada
anahtardir; ancak YPM’ler i¢in toksisitenin teshis edilmesi zor olabilir ¢ilinkii bunlarin
cogu geleneksel uyusturucu testi ile tespit edilememektedir. Bu noktada da toksikoloji
laboratuvarlarinda genis dedeksiyon yelpazesine sahip giivenilir, segici analitik
metotlara ihtiya¢ giderek artmaktadir. Yeni kotiiye kullanilan ilaglarla zehirlenmenin

teshis ve tedavisi zor olsa da, bu hastalarin tedavisine diger toksikoloji vakalarina
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benzer sekilde yaklagilmalidir. Genel yonetim, degisen mental durum nedeniyle
yapilmasi zor olabilecek ayrintili bir dykii ve fiziki muayene ile birlikte destekleyici
bakimdan olusmalidir. ilk olarak 1967'de iiretilen SKN’lerin popiilaritesi hizla artarak
devam etmektedir. i1k olarak 2000'lerin ortalarinda Avrupa'da kétiiye kullanilan bir
uyusturucu olarak kullanilan SKN’ler, 2008'de Amerika Birlesik Devletleri'nde
tanimlanmistir. Sentetik katinonlara benzer sekilde, siklikla “insan tiiketimi igin
degildir” ibaresini tasiyan folyo paketlerde tiitsii olarak pazarlanir ve solunabilir,

yutulabilir ve enjekte edilebilmektedir (37).

2000’lerin basindan itibaren diinya giindemini olduk¢a mesgul eden YPM’lerin
kiiresel diizeyde c¢esitliligi ve kullaniminda artiglar kaydedilmekte, bu tiir
uyusturucularin kaynagi olarak ise Uzak Dogu Asya 6ne ¢ikmaktadir. Bu kiiresel
tabloda iilkemiz higbir yasa disi uyusturucu maddenin ana iiretim alanlarindan biri
olarak gosterilmemesinin yaninda, Tiirkiye’nin Balkan Rotasi lizerinde bulunmasi
Asya’da tretilen uyusturucu maddelerin Avrupa’ya tasinmasinda kritik bir 6neme
sahiptir. Ulkemizde uyusturucu maddelerin arzi ile miicadelede; Emniyet Genel
Miidiirligi (EGM), Jandarma Genel Komutanlig1 (JGK), Sahil Giivenlik Komutanligi
ve Giimriikler Muhafaza Genel Miudirligi (GMGM) etkin gorev almaktadir. Bu
kurumlarin yaninda Toprak Mabhsiilleri Ofisi Genel Miidiirliigii (TMO), Bitkisel
Uretim Genel Miidiirliigii (BUGEM), Adli Tip Kurumu (ATK), Mali Suglar
Arastirma Kurulu (MASAK) ve Tiirkiye Ila¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) gibi

kurumlar da uyusturucu ile miicadelede 6nemli gorevler tistlenmektedir.

2020 yilinda oldugu gibi 2021 yilinda da pandemiye ragmen gerceklesen
uyusturucu olaylarinda artig egilimi siirmiistiir. Giivenlik giiclerimizce Tiirkiye
genelinde 2020 yilinda 159.268, 2021 yilinda ise %35,5 artigla 215.771 olaya
miidahale edilmistir. Bu olaylarda bir 6nceki yila gore %27,2 artisla 294.604 stipheli
yakalanmigtir. Tiirkiye’de 2021 yilinda 30.063 sentetik kannabinoid olay1
gerceklesmistir. Bu olaylarda 41.056 siipheli yakalanmis ve sokaklarda bonzai adiyla
bilinen 2.251 kg sentetik kannabinoid ele gecirilmistir. Bu miktar 2019 yilinda 723 kg,
2020 yilinda ise 1737 kg’dir. 2021 yilinda yakalama miktarlarinda bir 6nceki yila gére
%29,6 oraninda artis gerceklesmistir. Yakalanan 2.251 kg sentetik kannabinoidin
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109.,4 kg ham madde olarak yakalanmistir. 1 kg ham madde ile kullanima ydnelik 330
kg’dan 1 tona kadar {iriin elde edilebilmektedir. SKN olay sayilarinin sug tiirlerine gére
dagilimi incelendiginde ise; 2019 yilinda %83,1°1 TCK191, %16,9’u TCK188, 2020
yilinda %80,9’u TCK191, %19,1’1 TCK188, 2021 yilinda ise %83.4’i TCK191,
%16,6’sinin TCK 188 sugu oldugu goriilmektedir (19).

2.4.1 Adli kontrol ve kisitlamalari

Tiirkiye, kiiresel uyusturucu kontrol sisteminin temel siitunlari olarak kabul
edilen, 1961 Tek Sozlesmesi, 1971 Psikotrop Maddeler Sozlesmesi, 1988 Birlesmis
Milletler (BM) Uyusturucu ve Psikotrop Maddelerin Kacgake¢iligi ile Miicadele
Sozlesmesi ve 1961 Tek Sozlesmesini tadil eden 1972 Protokolii olmak {lizere
uyusturucu ile miicadele alaninda yiiriirliikte olan uluslararasi sdzlesmelere taraf bir
tilkedir. Ulkemiz bu s6zlesmelerden kaynaklanan sorumluluklarini etkin olarak yerine
getirmenin Otesinde basta BM olmak iizere diger uluslararasi organizasyonlarin
semsiyesi altinda yiiriitiilen proje ve faaliyetlere de hem donér hem de katilimc1 olarak
destek vermektedir. Kiiresel uyusturucu kontrol sistemi ile uyumlu olarak iilkemizde
uyusturucu ile miicadele alaninda hazirlanan yasal diizenlemeler bir¢ok farkli kanunda
yer alsa da bu alanda hazirlanmis temel kanuni diizenlemeleri {i¢ ana baglk altinda

incelemek mimkiindiir;

e 26 Eyliil 2004 tarihli ve 5237 sayili Tiirk Ceza Kanunu (TCK),
TCK Md. 188 uyusturucu veya uyarict madde imal ve ticareti,
TCK Md. 190 uyusturucu veya uyarict madde kullanilmasini kolaylagtirmak,
TCK Md. 191 kullanmak i¢in uyusturucu veya uyarici madde satin almak,
kabul etmek veya bulundurmak ya da uyusturucu veya uyarict madde
kullanmak,

e 03 Mart 1986 tarihli ve 3298 sayili Uyusturucu Maddelerle ilgili Kanun.

e 12 Haziran 1933 tarihli ve 2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi
Hakkinda Kanun.
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Bununla birlikte, uyusturucu suglart i¢in etkin pigmanlik hiikiimlerine de 5237

sayil1 Tiirk Ceza Kanununun 192. maddesinde yer verilmistir.

Uyusturucu ile miicadele kapsaminda faaliyet gosteren UNODC, Uluslararasi
Narkotik Kontrol Kurulu (INCB) ve EMCDDA gibi uluslararasi kuruluslarca
yayinlanan rapor ve benzeri dokiimanlarda uyusturucu sorunun kiiresel ve bolgesel

boyutta neden oldugu sorunlar ve tehditler kapsamli olarak sunulmaktadir.

YPM’ler kiiresel uyusturucu pazarlarina daha fazla talep olmasi icin siklikla yasal
psikoaktif maddeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat etkileri kokain, esrar, eroin,
LSD, ekstazi, metamfetamin gibi uluslararasi kontrollere tabi geleneksel uyusturucu
ve uyaricilarla benzerlik gostermektedir. Bir¢cogu, etken maddeleri de dahil olmak
tizere BM 1961 ve 1971 Sozlesmelerinde yer almamasi sebebiyle yeni psikoaktif
maddeler olarak tanimlanmaktadir. 2021-Aralik’a kadar, son 15 yilda kiiresel boyutta
toplam 1.127 YPM tespit edilmis, 2021 yil1 sonu itibariyle 302 psikoaktif madde yasa
kapsamina almmustir (UNODC, 2022a, s. 91). Tiirkiye’nin TUBIM aracihigiyla bir
pargasi oldugu EMCDDA EWS’nde Avrupa’da 2021 yili sonu itibariyle takip edilen
YPM sayis1 880°dir. Bunlardan 52°si ilk kez 2021 yilinda tespit edilmistir. 2020
yilinda Avrupa uyusturucu pazarlarinda 360’ {izerinde YPM tespit edilmistir

(EMCDDA, 2022, s. 37).

EWS kapsamindaki ilgili kurumlar tilkede yeni bir madde ile karsilastiklarinda bu
YPM’ler I¢in Rapor Formunu doldurarak TUBIM’e gdndermektedir. Maddeler ile
ilgili EMCDDA, UNODC ve INCB ile irtibata ge¢ilip madde ve maddenin tiirevleri
hakkinda bilgiler toplanmakta ve ilgili toplantilarda hem uluslararas: kuruluslar hem
de kurumlarimizca tespit edilen YPM’lerin {ilkemiz igin olusturacagi riskler
degerlendirilip uygun goriilenlerin 2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi
Hakkinda Kanun kapsamina alinma siireci baglatilmaktadir. 2015 yilinda hayata
gecirilen Jenerik Siniflandirma Sistemi ile de YPM’lerin birgogunun daha iilkemizde
goriilmeden kanun kapsamina alinmasi saglanabilmektedir. Bu yonde, TUBIM Erken
Uyan Sistemi Ulusal Calisma Grubu 2021 yilinda 27’°ncisi Haziran ve 28’incisi de

Eyliil ayinda olmak iizere iki toplant1 gerceklestirmis, bu toplantilar neticesinde; yasa
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kapsamina alinmasina karar verilen 43 madde Resmi Gazetede yayinlanarak 2313
sayil1 Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun kapsamina alinmistir. Bu
asamada 2008 yilindan 31.12.2021 tarihine kadar toplam 971 yeni psikoaktif madde
2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun kapsamina
alinmistir. Bu 971 maddenin 291 tanesini SKN’ler olusturmaktadir (19).

2.5 AB-PINACA (K3)

SKN’lere bagli akut zehirlenmelerde, esrara gore yiiksek affinitede olmasinin
yaninda, daha ¢ok uyaric1 ve sempatomimetik madde kullaniminda goriilenlere de
benzer yan etkiler goriilebilmektedir. Bu yan etkiler, siklikla terleme, titreme, bulanti,
kusma, istah farklilagsmasi, hipertansiyon/hipotansiyon, tasikardi, bradikardi, solunum
depresyonu, psikomotor ajitasyon, sedasyon gibi belirtilerden olugmaktadir. Bu
etkilerden tasikardi, kusma, ataksi, sedasyon, gibi belirtiler hafif/orta diizeyde
siniflandirilirken; ajitasyon, koma, psikoz, nobet, bradikardi ve akut bobrek hasar1 gibi
yan etkiler daha ciddi semptomlar olarak siniflandirilmistir. Ancak AB-PINACA
6zelinde ve SKN'lerin uzun siire kullanimina bagli semptomlar hakkinda, ¢cok sayida
veri bulunmasa da yapilan calismalar esrar benzeri psikoaktif etkilerinin yani sira,
kirmiz1 konjunktiva, dilatasyon, bozulmus motor ve kognitif aktivite ve tansiyon artisgi

gibi, kardiovaskiiler semptomlarin goriilebilecegini bildirmektedir (38).

Siirekli olarak ortaya ¢ikan SKN, toksikoloji analizi yapan laboratuvarlar igin,
mevcut analitik yontemlerle tespit edilemediginden biiyiik bir zorluk teskil etmektedir.
Bu nedenle, klinik ve adli tip laboratuvarlar1 sonug olarak yeni SKN'leri belirlemek
icin glincellenmis yontemlerin gelistirilmesi ve dogrulanmasiyla yiikiimlii olmaktadir

(39).

SKN’lerin ilk ortaya cikisindan bu yana, insan karaciger mikrozomlari, insan
hepatositleri ve/veya geleneksel Orneklerle yapilan bircok metabolizma c¢alismast,
bunlarin metabolik yollarin1 aydmlatmistir. En popiiler yapisal modifikasyon,
pentilindol/pentilindazole sentetik kannabinoidlerin 5-pentil pozisyonundaki flor

ikamesidir, bu genellikle potensi arttirir. Yeni SKN'ler ve bunlarin 5 floro analoglari
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arasinda JWH-122/MAM?2201, AM679/AM694, UR-144/XLR-11, NNEI/SF-NNEI,
PB-22/5F-PB-22, APICA/STS135, AKB48/5F-AKB48 ve THJ-018/THJ-2201 yer
alir. JWH-018/AM2201, JWH-122/MAM2201, UR-144/ XLR-11, PB-22/5F-PB-22
ve AKB48/5F-AKB48 icin, floro olmayan bilesikler genellikle tercihen pentil zinciri,
5-fluoro analoglarinin ana metabolitleri ise genellikle 5-hidroksipentil ve pentanoik
asit metabolitleridir. Pfizer Inc. tarafindan gelistirilen AB-PINACA (N-[(25)-1-
Amino-3-metil-1-oksobutan-2-il]-1-pentil-1H-indazol-3-karboksamid) (patent WO
/2009/106980- indazol tiirevleri) sentetik bir kannabinoid reseptdr agonisti olarak,
tibbi ortamlarin disinda sentetik bir bilesen olarak ve ¢esitli marka adlari altinda satilan
bitkisel sigara karigimlarinda bulunmustur. 2013 yilinda, 5-floro analogu N-(1-amino-
3-metill-oksobutan-2-il)-1-(5-floropentil)- 1 H-indazol-3-karboksamid (5F-AB-
PINACA) rapor edildi. AB-PINACA gizlice iiretilir ve "arastirma kimyasali" olarak
piyasada yer almaktadir. Saf haliyle, ancak ¢ogunlukla bir bitki matrisine eklenen
sentetik bir bilesen olarak, AB-PINACA genellikle sigara igilerek tiiketilmektedir. In
vivo caligmalar, AB-PINACA'nin esrarin dogal bileseninden 2 ila 14 kat daha giiglii
oldugunu gostermistir. Ayrica AB-PINACA'min herhangi bir terapétik kullanimi
taninmadigindan, halk saglig1 ve toplum i¢in ciddi bir risk teskil edmektedir (16,40).

SKN’ler, ksenobiyotiklerdir ve dogal olmayan bilesikleri viicuttan uzaklagtirmak
icin kapsamli bir metabolizma ve klirense maruz kalmaktadir. Bagirsak, akciger, beyin
ve bobrek gibi diger organlar da ilag biyotransformasyonuna dahil olabilmektedir,
ancak ozellikle karaciger SKN metabolizmasi i¢in en o6nemli organdir. Ilag
metabolizmasi, detoksifikasyona ve insan viicudundan yabanci bilesiklerin atilmasina
yol agabilmektedir. Baz1 durumlarda ise biyoaktivasyona yol acarak daha giiclii
toksikolojik etkilere neden olmaktadir. SKN’lerin bir¢ok hidroksillenmis
metabolitlerinin, tiiketicilere ana SKN'nin kendisinden daha fazla toksisite gosterdigi
goriilmiistiir. SKN metabolit verileri, klinik ve adli tip laboratuvarlarini tarama
yontemlerine yeni SKN belirteclerini dahil etme ve biyolojik 6rneklerde bunlarin
varligini aragtirma ve spesifik SKN alimini1 dogrulama yetkisi vermektedir. Diger bir
fayda da, uyusturucu saticilarinin sentez ¢abalarmni en uygun hedef metabolitlere
odaklamaya tesvik etmektir. Bu durum da analistlerin bu konudaki dngoriilerine yol

gosterici olmaktadir (39,41).
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2.6 Uyusturucu Tespitinde Kullanilan Analiz Yontemleri ve Biyomatrisler

Son yillarda YPM’lerin diinya ¢apindaki artigi, adli ve klinik laboratuvarlar i¢in
biiyiik problem haline gelmistir. YPM terminolojisi yeni ilaglarin yaratilmasini ima
ediyor gibi goriinse de, bu maddelerin ¢ogu iyi bilinen psikoaktif ilaglarin molekiiler
yapilarinin degistirilmesiyle iiretilmekte ve ev kokulari, banyo tuzlari, tiitsii, sifali
bitkiler gibi isimler altinda satilmaktadir. 2020 y1ili itibariyle esrar diinya ¢apinda en
stk kullanilan uyusturucu haline gelmistir. Kullanimi, varsayilan bireyin bilissel ve
psikomotor yeteneginin bozulmas ile iliskilidir. Daha gii¢lii kanabimimetik etkileri
nedeniyle, bu ilaglarin alimiyla baglantili olarak daha fazla biligsel ve psikomotor
bozukluk, ndbetler, psikoz, doku yaralanmasi ve 6liim vakalar1 gdézlemlenmistir.
Veriler, bu ilaglarin artan kullanimi nedeniyle bazen 6liimle sonuglanan kazalarin
sayisinda artis oldugunu gostermistir. Bu noktada bu tiir psikoaktif maddelerin
kullaniminin artmasi goz oniline alindiginda, 6zellikle adli tip laboratuvarlarinin
topladig1 biyolojik matrisdeki tespit edilecek maddenin kararliligindan emin olmalari
kritik bir 6neme sahiptir. Tespit edilecek analitin bozulmasi adli vakalar sirasinda en
onemli endise nedenlerinden biridir. Bu bilesikler, aslinda, numunedeki
kannabinoidlerin nihai bozunmasina veya azalmasina yol acan c¢ok sayida isleme
tabidir. Bu tiir islemler arasinda, bunlarla sinirli olmamak {izere, eslenik olusumu,
ylizey kaplarina adsorpsiyon, mikrobiyal etki, termal ayrisma ve numune hazirlik
hatalar1 yer almaktadir. Bu nedenle, numune saklama kosullar1 adli toksikoloji analizi
icin onemlidir. Yasadist uyusturucu kullanimi, HIV enfeksiyonunun en yaygin ikinci
yolu olmaya devam etmektedir. Uyusturucu bagimliligi, uyusturucu etkisi altinda arag
kullanma, hamile kadinlarin uyusturucu kullanim1  durumunda yenidoganin
uyusturucuya maruz kalma gibi durumlarda uyusturucu kullaniminin tespiti i¢in gesitli

analitik teknikler ve biyolojik matrisler kullanilmistir (4,16,42).

Toksikoloji disiplini altinda kanun ve adalet icin uygulanma alan1 bulan adli
toksikoloji ilgili kisilerin yasakli ya da kontrole tabii maddelerin ve bu maddelerin
metabolitlerinin biyolojik matrislerde analizi ile madde kullaniminin adli olarak

degerlendirmesini kapsamaktadir.
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Adli toksikolojinin ii¢ ana disiplini;

e Oliim Sorusturma Toksikolojisi (Postmortem Toksikoloji)

e insan Performans/Davranis Toksikolojisi

e Adli Amagh Madde Testi: Isyeri madde testi(workplace Drug Testing),
Askeriye, Denetimli Serbestlik, Doping Kontrolii, seklindedir.

Devletin madde ile miicadelede daha etkin 6nlemler alma karart ile yaygin, kolay
ulagilabilir, tarama ile dogrulama seklinde iki basamakli madde analizleri uygulama
geregi ortaya cikmistir. Bu amagla tibbi laboratuvarlar (Saghk Bakanligi ve
Universitelere bagll); mevzuat degisikligi ile madde analizleri yapmaya
gorevlendirilmis, madde analizleri hakkinda uyulmasi gereken kalite gereklilikleri
yaymlanmis ve madde analizlerinin ticretlendirilmesi (Saglik Uygulamalar1 Tebligi-
SUT) i¢in gerekli adimlar atilmistir. Genel olarak, kalitatif ve kantitatif olarak analiz
edilen bagimlilik yapici madde gruplarindan, kimyasal, alkol, biyolojik, otopside
sistematik toksikoloji, 6zel istekle yapilan, ugucu toksik madde, zehirli metal,
hemoglobin ve narkotik analizler baslica adli analizleridir. Bu analizlerin yontemleri
ise 4 gruba ayrilabilir, bunlar; mikroskobik incelemeler, kimyasal renk analizleri,
kromatografik yontemler ve immunolojik yontemlerdir. Ila¢ tanimlama ve/veya miktar
tayini i¢in onaylanmis ¢ok ¢esitli teknikler vardir. Bu tekniklerin her birinin dikkate
alinmasi gereken cesitli iliskili artilar1 ve eksileri bulunmaktadir (22,43). Iki basamakl
uyusturucu madde kullanim testlerine yonelik yaygin yaklagim, bir immiinoassay
taramas1 ve ardindan sonugclarin kiitle dedeksiyonlu (MS) kromatografik sistem ile
dogrulanmasini icermektedir.

e Tarama testleri genellikle dogrulama testlerine kiyasla daha diisiik duyarliliga
ve/veya Ozgiilliige sahiptir. Tarama test yontemlerinin birincil faydasi, daha
hizl1 geri doniis siiresidir (hizli sonug); bu, madde kullanimi ile davranigi daha
anlamli bir gekilde iliskilendirebilecek hizli bir terapotik yanit saglamaktadir.
Tarama testlerinde en sik kullanilan yontem olan immiinolojik testler, bir
numunede spesifik bir ila¢ (6rn., Metadon), metabolit (6rn., 6-MAM) veya

bilesikler sinifi (6rn., Morfini saptayan opiatlar) ile baglanmak iizere
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tasarlanmuis antikorlar1 kullanmaktadir. Iimmiinolojik testler, belirli antikorlara
ve kullanilan esik degerlerine (cut-off) bagli olarak degisen hassasiyet ve
ozgiillik derecelerine sahiptir. Immiinoassay analizler, hassasiyet ve
ilgilenilen bilesiklerin metabolitlerin spesifik olmayan interferanslari
acisindan sakincalar1 barindirmaktadir. Immiinolojik testlerle yiiriitiilen tiim
ilk testlerin varsaymmsal oldugu diisiiniilmelidir. Immiinolojik test teknikleri
yalnizca yararh 6n klinik bilgi saglamakta, ancak sonuglar, kromatografi gibi
bagimsiz bir kimyasal teknikle onaylanana kadar "varsayimsal pozitif/negatif"
olarak goriilmektedir. Ornegin, yapilan calismalar sonucunda Bupropion'un
(6ncelikle depresif bozukluklar1 tedavi etmenin yan1 sira sigaray1 birakmayi
desteklemek i¢in kullanilan bir ilag), pozitif metilendioksimethamphetamine
(MDMA -ekstazi) test sonuglarina yol actig1 bilinmektedir (21,44,45).

e Dogrulama testlerinde ise tarama testlerin aksine belirli ilaglari,
metabolitlerini ve/veya ila¢ miktarlarini tanimlayabilen yiiksek hassasiyet ve
spesifiklige sahip bir yontem kullanilarak gerceklestirilmektedir. Tarama
testleri istenen kalite performansini karsilayamazlar; bu sebeple basamakli
analiz stratejisi uygulanmaktadir. Ceza verme (adli), isten atma (mali) veya
toplumda dislanma (sosyal) gibi sonuglar1 olabilecek kararlarda test
yonteminin analiti daha kesin ve savunulabilir sekilde saptamasi
gerekmektedir. Bu noktada ikinci basamak olan dogrulama testlerinde
enstrimental yoOntemlere dayanan, kantitatif olarak, madde varliginin
dogrulandigi ve miktarimin Olglldiigii  analizler uygulanmaktadir.
Florokinolon antibiyotikler, enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ve Onceki nesil opiat immiinolojik testleriyle ¢apraz
reaksiyona girdigi daha Once dogrulanmistir. Yapilan bir c¢alisma,
levofloksasinin, iki opioid (buprenorfin ve morfin) i¢in modern immiinolojik
testlerle capraz reaksiyona girdigini ve moksifloksasinin ise amfetamin/

metamfetamin testiyle capraz reaksiyona girdigini gostermektedir.
Terapotik kullanimla uyumlu florokinolonlarin idrar konsantrasyonlari, pozitiflik
icin yaygin olarak kullanilan esik degerlerin {izerinde sonuclar tiretmistir. Bu, dnciil

pozitif idrar ila¢ taramalarinin dogrulama testinin gerekliliginin altin1 ¢gizmektedir. Bu
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amagcla kullanilan ve giliniimiizde en ¢ok tercih edilen teknik duyarlilig1 ve segiciligi
ile 6n plana ¢ikan ardisik kiitle dedektorlii sivi kromatografi (LC-MS/MS) sistemleri
ve ek olarak tiirevlendirme islemleri yapilarak kullanilan gaz kromatografisi-kiitle

spektrometrisi (GC-MS) sistemleridir (46).

2.7  Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analiz Yontemi

Kiitle spektrometresinin analitik 6zgiilliigii ilgilenilen iyonlarin kiitle-yiik oranini
(m/z) belirleyerek "molekiiler 6l¢ek tizerinde tartma" yetenegine dayanmaktadir. En
basit haliyle, MS ilgilenilen analitin bir ¢esit molekiiler parmak izini saglamaktadir.
MS'yi arastirma laboratuvarindan klinik laboratuvara tagiyan 6nemli itici gili¢, Nimitz
ucak gemisinde meydana gelen kazadir (1981). Kazanin hemen ardindan yapilan
immiinolojik testler, personelden alinan idrar numunelerinin biiyiikk ¢ogunlugunda
marihuana metabolitleri i¢in pozitif oldugunu gostermistir. Bu vaka, Bagkan Reagan't
ordudaki uyusturucu kullanimina dair sifir tolerans politikas1 gelistirmeye tesvik
etmistir. Immiinolojik testler ¢cok sayida yanlis pozitif sonuca neden oldugundan

sonuclar GC-MS ile teyit edilene kadar “varsayilan” kabul edilmeye baslanmistir.

GC-MS'nin birincil smirlamasi, analitlerin ugucu olmasi zorunlulugudur. Bu
nedenle ¢ogu klinik analizde, analitleri yeterince ugucu hale getirmek {iizere bir
kimyasal tiirevlendirme ile birlikte c¢oklu ekstraksiyon/saflastirma agamalari
gerektirmesidir. GC-MS analizi i¢in gerekli olan kapsamli 6rnek hazirlama semalari,
diisiik verim ve yiiksek maliyet nedeniyle MS'nin klinik laboratuvarda yaygin
kullantimin1 sinirlandirmistir. Sonraki yillarda, MS hizli teknik gelisim gostererek fizik

ve kimya bilimlerinde yaygin olarak kullanilan bir analitik teknik haline geldi (47,48).

LC-MS/MS’nin yiiksek duyarlilik ve ¢oklu analit potansiyeli ile birlikte yiiksek
ozgilliik, onu rutin uygulamalar i¢in kullanilan geleneksel yontemlere karsi giiclii
alternatif olarak sunmustur. Son derece 6zel bir analitik teknik olan LC-MS/MS (Sekil
1), klinik laboratuvarlarda giderek artan bir sekilde rutin bir teshis araci olarak kabul

edilmektedir (49).
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Sekil 1. LC-MS/MS sisteminin ¢alisma prensibi

LC-MS/MS sisteminde coklu reaksiyon izleme (MRM) modu kullanilarak es
zamanl ¢esitli kiitle gecislerinin kantitatif ol¢iimii saglanabilmektedir. Biyolojik
materyallerin hedef analit disindaki bilesenlerinden ve numune hazirlik agamalarinda
kullanilan reaktiflerden kaynaklanabilecek matriks etkisi, analite uygun bir i¢ standart
kullanimiyla ~ kompanse  edilerek  miktarlandirma  isleminin  dogrulugu
kuvvetlendirilmektedir. Adli toksikolojide dogrulama testlerinde kullanilan LC-
MS/MS sisteminin immunoassay metotlara gore en 6nemli avantajlari, daha secici ve
spesifik olmasi, bir analiz siiresi i¢inde goriintiileme, tanimlama, dogrulama ve
miktarlandirma yapabilmesi ve kompleks biyolojik sivilarda g¢oklu analitlerin
Ol¢iimiine olanak saglamasidir. GC-MS teknigine gore avantajlari ise; cok daha kisa
analiz siiresi, basit ve hizli numune hazirligi, tiirevlendirme yapmadan analiz imkan1
sunmasinin yani sira daha yiiksek hassasiyet 6zelligine sahip olmasidir. Bir diger ve
Oonemli avantaji, adli toksikolojide onemli bir nokta olan alternatif biyomatrislere

uygulanabilir olmasidir.

2.8 Biyomatrisler
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Adli bilimlerde canli olgularda en sik kullanilan biyolojik materyaller kan ve idrar
matrisleri olup, bunlara ek olarak oral sivi, sag, yeni doganlar i¢in gébek kordonu,
plasenta, mekonyum, tirnak gibi diger biyolojik numuneleri kapsayan calismalar
mevcuttur. Postmortem adli toksikolojide alternatif matrisler, 6zellikle kan, idrar veya
sa¢ gibi yaygin matrisler mevcut degilse (6rn. Yanma durumunda) veya kontamine
(6rn. Kanli sa¢) daha fazla 6nem kazanmaktadir. Mide igerigi, kas, vitroz mizah,
karaciger, safra veya beyin dokusu gibi diger 6rnekler analiz i¢in kullanilabilmektedir

(50).

Idrar biyolojik 6rnek olarak kolay alinmasi, yapisimin kan gibi karmasik
olmamasi, maddenin metabolitlerinin uzun siire saptanmasina firsat veren genis bir
pencereye sahip olmasi gibi avantajlari nedeniyle adli toksikolojide tercih edilen bir
biyolojik materyaldir. Idrar 6rneginin alinmasi asamasinin hilesel girisimlere acik
olmas1 énemli bir kisithilik olusturmaktadir. Ornek alimi yakin gdzetim altinda
“Emniyet & Gozetim Zincirine” (Chain of Custody) uyularak yapilmalidir. Emniyet
ve gbzetim zincirine uyularak yapilsa dahi, olgularda kisinin degisik yollarla aldig:
farkli maddelerle idrar kimyasinda degisiklikler olusturarak yapilan hilesel

girisimlerin saptanmasina yeterli olmamaktadir.

Giinlimiizde internet sayesinde ulagimi, satin almasi oldukga kolay olan, ’Madde
testini gegmek icindir’” seklinde pazarlanan {iriinlerin satis1 giderek artmaya devam
etmektedir. Eyliil 2002°de, Google’in ’Madde testini gegmek i¢in’’ ifadesiyle yaptig1
arama 158.000 sonu¢ vermistir. Mayis 2005’te ayni arama 1.210.000 sonuca
ulasmistir. 2018 tarih itibariyla 43.100.000 arama sonucu elde edilmektedir. Idrar
orneklerinde birden fazla benzer madde kullanan bagimlhilar i¢in, kullanilan
maddelerin tiplerini belirlemek zordur. Bu hedef madde ve metabolitleri igin
secimliligi yiiksek olan LC-MS/MS teknigi kullanilir. Ancak idrar matrisinin en biiyiik
avantaji, maddelerin atilim yolu olmasi nedeniyle, 0Ozellikle uyusturucularin
metabolitleri acgisindan gorece genis analit paternine ve daha yliksek analit

konsantrasyonuna sahip olmasidir.
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Kanda yapilan toksikolojik analizlerinin ise idrar Orneklerine gore en Onemli
istiinliigl kisinin madde etkisi altinda oldugunu gosterebilen bir biyolojik materyal
olmasidir. Madde konsantrasyonu ile madde maruziyeti arasindaki dogru oranti
nedeniyle zehirlenme durumlarinda tercih edilmektedir. Boylece, maddenin dozu ve
yartlanma Omrii hakkinda yaklasik olarak bilgi edinilebilmektedir. Doz ile etki
arasinda iliski bulundugu igin doz belirlendiginde etkinin de siddeti tespit
edilebilmektedir. Ama uyusturucu maddeler kisa siirede metabolitlerine doniiserek
viicuttan atildig1 ig¢in saptama penceresi kisadir. Bu sebeple, kanda madde
analizlerinde siiphenilen maddenin metabolitlerinden ziyade ana molekiiliin analizine
yogunlasilmaktadir. Kan orneklerinin bazi dez avantajlari vardir. Bunlar, kan alma
isleminin invaziv olmasi ve bu durumun enfeksiyon, kanama gibi komplikasyonlara

yol agmabilmesidir. Ayrica kan alma egitimi gerektirmekte ve kisith miktarda temin

edilmektedir (51,52).

Alternatif numune tiplerinin almmast hileye karsi uygulanabilecek
stratejilerdendir. Daha kiiciik miktarlarda numune alimiyla birlikte minimal invaziv,
kullanigh ve uygun maliyetli bir teshis i¢in, potansiyeli genisletme yetenegine sahip
oldugundan mikro-6rnekleme diyagnostik alanda 6nemli bir rol oynamaktadir. Mikro-
ornekleme Ornegi olan DBS teknigi, ilk olarak yenidogan tarama programlarinda
kullanilmaya baslanmis bununla birlikte metabolik-endokrin tani, terapétik ilag izleme
ve toksikolojik, serolojik ve molekiiler biyoloji c¢aligmalar1 dahil olmak {izere
uygulama sayisi her gecen giin artmaktadir. Adli toksikoloji alaninda, DBS testi
uyusturucu maddeler, psikoaktif maddeler analizinde de kullanilmaya baslanmistir.
DBS hizli, basit, ekonomik, minimal invaziv bir sekilde (damar yoluyla elde edilen
kan Orneklerinin aksine) toplanabildikleri ve hastanin akut durumu hakkinda bilgi
saglayabildikleri i¢in (idrar, agiz sivisi ve sa¢ Orneklerinin aksine) klinik ve adli
toksikolojide yararli bir matris olarak goriilmektedir. Mikrodrnekleme DBS’nin
kullaniminin 6ne ¢ikan faydasi, geleneksel analizler i¢in gerekli olan 1 mL kana
kiyasla 100 pL'den az olan, numune gereksinimidir. DBS kullanmanin bir bagka
avantaji, laborantlar icin sivi kan numunelerine gore daha disiik biyolojik tehlike
riskidir, bu da HIV/AIDS ve diger bulasic1 patojenlerin enfeksiyon riskini en aza

indirmesidir. Ayrica, numunelerdeki uyusturucu madde stabilitesi, bu maddelerin
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ve/veya metabolitlerine iligkin konsantrasyon degerlerini dogru raporlamada 6nem arz
etmektedir. Bu baglamda, tam kandaki analitlerin bozunma oraninin genellikle DBS'de
gozlemlenenden daha yiiksek oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir. DBS tipi
orneklerde bir grup YPM’nin 90 giine kadar tespit edilebilir oldugu kanitlanmistir (53-
57).

Adli toksikolojide, suiistimal edilen maddelerin analizinde alinan biyolojik 6rnek
emniyet ve gdzetim zinciri izlenerek laboratuvar ortamina getirilmekte ve uygun bir
ayirma isleminin ardindan duyarli ve segici bir yontemle ol¢time gecilmektedir. Eger,
bir kisi akut zehirlenme belirtileri gosteriyorsa veya 6li bulunursa, elinde siipheli bir
yasa dis1 madde varsa, bu materyalde YPM de dahil olmak iizere herhangi bir
uyusturucuyu tanimlamak, zehirlenmenin nedenini aydinlatmak icin bazi ipuglari
saglamaktadir. Ote yandan, bir iilkeye sevk edilen malzemelerde YPM tespit edilirse,
bu bilgiler bu maddeler i¢in uluslararasi yasa dis1 pazarin izlenmesine yardimci

olmaktadir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasallar ve Materyaller

Kiitle dedeksiyonu (MS/MS) optimizasyon c¢alismalarinda, Cayman Chemical
Company (Ann Arbor, MI,USA) firmasindan tedarik edilen AB-PINACA, ve
metabolitleri olan AB-PINACA  N-(4-hidroksipentil), AB-PINACA N-(5-
hidroksipentil), AB-PINACA N-pentanoik asit ve AB-PINACA-D9 tekli standartlar
kullanildi. Tam kan ve DBS matrisli ¢alismalarda TSC Group firmasindan temin
edilen at kani; idrar matrisli calismalarda ise Mensis firmasindan tedarik edilen

sentetik idrar kullanildi.

LC-MS kalite asetonitril, LC-MS kalite metanol, formik asit (%98 saflikta),
trikloroasetik asit (TCA) ve c¢inko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H20) (%99 saflikta)
bilesikleri Merck (Darmstadt, Almanya), amonyum asetat (%98 saflikta) Riedel-de
Haen (Almanya) firmasindan tedarik edildi. HPLC kalite su ise Elga Purelab Classic

saf su cihazi kullanilarak hazirlandi.
3.2 Kalibratér, Kalite Kontrol ve I¢ Standart Hazirhg

Kalibratdrler igin 10, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ng/mL konsantrasyonlu toplamda
6 seviye, i¢ kalite kontroller (QC-1-2-3) i¢in ise 25, 125 ve 200 ng/mL konsantrasyonlu
toplamda 3 seviye c¢alisma standarti saf su kullanilarak hazirlandi. Bu calisma
standartlar1 tam kan ve DBS matrisi i¢in at kani ile; idrar matrisi i¢in sentetik idrar ile
10 kat seyreltilerek 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyon degerlerine sahip
matris etkili kalibratorler elde edildi. Ayni islemler QC’ler iiretimi i¢in de uygulanarak
strastyla, 2,5, 12,5 ve 75 ng/mL konsantrasyonlu QC-1, QC-2 ve QC-3 elde edildi.
DBS matrisi i¢in, tam kan matrisli numuneler mikrodrnekleme imkani sunan HemaXis
DB10 (DBS System SA, Switzerland) kartlarina emdirilerek hazirlandi. Hazirlanan
kalibratorlere ve i¢ kalite kontrollere metot gelistirme siirecinde belirlenen numune
hazirlik prosediirii uygulandi. Kantitasyon isleminde izomerlerin dogru integrasyonu

icin alikonma zamanlar1 netlestirildi. Bu amag¢ icin, AB-PINACA N-(4-
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hidroksipentil), AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) standartlarina ait bireysel
standartlardan enjeksiyonlar verildi. Calisma kapsaminda metanol igerisinde 1000

ng/mL konsantrasyonundaki AB-PINACA-D9 i¢ standart kullanildi.

3.3 LC-MS/MS Analiz Metodu

Analiz metodu gelistirme siireci Agilent Technologies (Santa Clara, CA, A.B.D)
marka 1290 High Speed Pump (G7120A), 1260 Vial Sampler (G7129A) ve 1260 MCT
Infinity II (G7116A) modiillerine sahip HPLC sisteminde ve bu sisteme bagl
elektrosprey iyon kaynaklt Ultivo Triple Quadrupole LC/MS (G6465 LC/TQ)
enstriimaninda optimizasyon kilavuzuna (58) gore yiriitiildii. AB-PINACA, AB-
PINACA N-(4-hidroksipentil), AB-PINACA N-(5-hidroksipentil), AB-PINACA N-
pentanoik asit ve AB-PINACA-do bilesiklerinin MS/MS optimizasyon parametreleri
dogrudan kiitle spektrometresine infiizyon yoluyla tayin edilmistir. Bu dogrultuda ilk
olarak, saf standartlarin ve i¢ standartin uygun c¢oziiciiyle ¢ozelti haline getirildi.
Optimizasyon i¢in ilgili standartlar metanol icerisinde ¢oziildiikten sonra, 10 pg/mL
konsantrasyonlarindaki bireysel standartlar yine metanol kullanilarak hazirlandi.
Bireysel soliisyonlar, direkt kiitle dedektoriine infiize edilerek (FIA teknigi) MS/MS
optimizasyonu asamasina gecildi. Elektrosprey iyon kaynagi (ESI) yerlesik Agilent
Ultivo sisteminde yiiriitiilmeye baslanan bu asamada sirasiyla; iyonlagma polaritesi,
onciil iyon (precursor/parent ion), fragmentor voltaji (FV), {riin iyonlar

(product/daughter ions) ve par¢alanma voltajlar1 (CE) her bilesik icin belirlendi.

Optimizasyon asamasinda asagidaki (Tablo 1) analitik kosullar referans alinmistir

(59,60);
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Tablo 1. Optimizasyon analitik kosullart

Iyon Kaynagi Parametreleri

Mobil Faz A %0.1 formik asit, Su:MeOH (95:5)
Mobil Faz B %0.1 formik asit MeOH:Su (95:5)
Kolon Sicakhg 20 °C
Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Gaz Sicaklig 350 °C

Gaz Akis Hizi 10 ml/dk

Kilif Gaz Sicakligi {400 °C

Kilif Gaz Akis Hizi |11 ml/dk

Nebulizer 55 psi
Kapiler Voltaj 5000 V (+)
Nozzle Voltaj 1000 V (+)

MS/MS optimizasyon c¢aligmasinin birinci agsamasi iyonlagsma polaritesidir. Calisma

kapmasindaki tiim bilesiklerin kimyasal yapisi ve literatiir incelendiginde, beklendigi

lizere pozitif bir iyonlasma (proton baglama) gdzlemlendi. Ikinci asamada nciil iyon

tespitleri yapildi.
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Sekil 2. Hedef analitlerin 6nciil iyon optimizasyonu

Onciil iyon belirlenmesinde beklenildigi ve ilgili spekturumlar incelenmesi
tizerine, AB-PINACA 331.2 m/z, AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) metaboliti ve
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) metaboliti 347.1 m/z, AB-PINACA N-pentanoik
asit metaboliti 361.1 m/z ve AB-PINACA-D9 340.3 m/z 6nciil iyonlar kaydedildi.
Onciil iyon belirlenmesinin akabinde iiciincii asamada her bir maddenin onciil
iyonlarina farkli voltajlarin uygulanmasiyla, azami sayida 6nciil iyonunun pargalanma
hiicresine (collision cell) gecisi i¢in gerekli optimum voltajlar1 (Fragmentor voltaj

(FV)) tespit edildi.
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AB-PINACA N-pentanoik asit
metaboli

etabolit
Fragmentor Voltaj: 90 V'

Sekil 3. Hedef analitlerin fragmentor voltaj optimizasyonu

FV degerinin belirlenmesinde, cihaz SIM (selected ion monitoring) modunda
calistirllarak coklu sayida (50-200 V araliginda) voltaj degeri (spektrumda farkli
renklerle temsil edilen) es zamanli incelendi. En yiiksek sinyalin alindig1 voltaj degeri
her bir bilesik icin FV degeri olarak atandi. FV degeri AB-PINACA ve AB-PINACA-
D9 i¢in 80 V, AB-PINACA N-(4-hidroksipentil), AB-PINACA N-(5-hidroksipentil)
ve AB-PINACA N-pentanoik asit metabolitleri icin 90 V olarak belirlendi.

MS/MS optimizasyon ¢aligmasinin dordiincii asamasinda pozitif polaritede ilgili
bilesigin Onciil iyonuna belirlenen optimum FV uygulanarak parcalanma hiicresine
yonlendirildi ve {iriin iyonlar1 adaylari tespit edildi. Bu adaylar arasinda, molekiiler
yapisina uygun ve literatiir verileriyle ortiisen iyon gegcisleri, iiriin iyonlar olarak
belirlendi. Bu asamada birbirlerinin izormerleri olan AB-PINACA N-(4-
hidroksipentil) ve AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) metabolitleri igin spesifik
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parcalanma {iriin iyonlar tespit edildi. Bu adim g¢alismanin kantitasyon kisminda

Onemli bir nokta oldu.
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Sekil 4. Hedef analitlerin {iriin iyon optimizasyonu

Yapilan bu ¢alismanin neticesinde, AB-PINACA i¢in 331.2 & 215.1 m/z, 331.2
- 286.1 ve 331.2 - 314.2; AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) i¢in 347.1 - 284.2
m/z, 347.1 = 230.1 m/<, 347.1 = 302.1 m/z ve 347.1 - 330.2 m/z; AB-PINACA N-
(5-hidroksipentil) i¢in 347.1 = 229.9 m/z, 347.1 = 230.1 m/<, 347.1 - 302.1 m/z ve
347.1 = 330.2 m/z; AB-PINACA N-pentanoik asit i¢in 361.1 = 298.1 m/z, 361.1 >
316.1 m/z ve 361.1 & 344.1 m/z ve AB-PINACA-D9 i¢in ise 340.3 - 224.2 m/z,
340.3 = 295.2 m/z ve 340.3 - 323.2 m/z kiitle gegisleri iiriin iyonlar olarak atandi.

Optimizasyonun besinci agamasinda ise her bir analitigin belirlenen her bir iiriin

iyonuna ait optimum parcalanma voltajin1 belirlemek tizere ¢oklu (0-70 V araliginda)

voltaj degerleri uygulandi.
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AB-PINACA
331.2 2215.1m/~
CE:25V

AB-PINACA
331.2 3286.2m/z
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R O R )
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331.2 2314.1mz
CE: 4V

AB-PINACA AB-PINACA
N-(4-hidroksipentil) N-(4-hidroksipentil)
Metabolit Metabolit
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CE: 18V CE: 13V
O] ‘
AB-PINACA AB-PINACA
N-(4-hidroksipentil) N-(4-hidroksipentil)
Metabolit Metabolit
3471 32311 m/z 347.1 23301 m/z
CE:22V CE:6V
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Sekil 6. AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) iirlin iyonlarinin pargalanma voltajlarinin

optimizasyonu
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AB-PINACA

AB-PINACA
N-(5-hidroksipentil) N-(5-hidroksipentil)
Metabolit Metabolit
347.1 2229.9m/z 347.1 2302.1m/%;
CE: 14V CE: 13V
£ EE TR e
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N-(5-hidroksipentil) N-(5-hidroksipentil)
Metabolit Metabolit

347.1 231 1m/z
CE: 22V

347.1 23301 m/z
CE:6V

Sekil 7. AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) iirlin iyonlarinin pargalanma voltajlarinin

optimizasyonu

AB-PINACA
N-pentanoik asit
Metabolit
361.1 2298.1m/~
CE: 14V

ES

R
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361.1 2316.1m/7
CE: 13V

P A e )

EE

R EEEEE EEE EEEES

P Q0S50S min 44 £2203] FRGIROSY G112 344.1) ARSTIAGA NFws

AB-PINACA
N-pentanoik asit
Metabolit
361.1 23441 m/;
CE:6V

i

= vs. zs o P )

I EEEEEEEEEEEEE

Sekil 8. AB-PINACA N-pentanoik asit {irlin iyonlarimin pargalanma voltajlarmin

optimizasyonu
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AB-PINACA-D9
340.3 D 224.2m/z
‘ CE: 29V
AB-PINACA-DY
340.3 32952 m/
CE: 13V
AB-PINACA-D9
340.3 >323.2m/~x
b CE: 6V

CoRrs V5. Mogs &0-Creme 1=T)

Sekil 9. AB-PINACA-D?9 {iriin iyonlarinin parcalanma voltajlarinin optimizasyonu

Yapilan optimizasyon calismasi tamamlandiginda analitik metodun, her bir
bilesigin Onciil iyonlarinin ve bu onciil iyonlarin en yiiksek diizeyde parcalanma
hiicresine geg¢isi i¢in gerekli optimum pargalanmasini saglayan FV degerlerinin, iiriin
iyonlariin ve her bir iiriin iyonunun pargalanmasi i¢in gerekli olan CE degerlerinin

MRM tablosu (Tablo 2) olusturuldu.
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Tablo 2. Analitik metodun MRM tablosu

Analit Onciil fyon | Uriin iyon | Fy’ CE’ Polavite
(m/z) (m/z) V) V)

AB-PINACA 331.2 215.1 80 25 Pozitif
AB-PINACA 331.2 314.1 80 4 Pozitif
AB-PINACA 331.2 286.2 80 13 Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 347.1 284.2 90 18 Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 347.1 231.1 90 22 Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 347.1 302.1 90 13 Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 347.1 330.1 90 6 Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 347.1 229.9 90 14 Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 347.1 231.1 90 22 Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 347.1 302.1 90 13 Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 347.1 330.1 90 6 Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit 361.1 316.1 90 14 Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit 361.1 298.1 90 13 Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit 361.1 344.1 90 6 Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 224.2 80 29 Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 295.2 80 13 Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 323.2 80 6 Pozitif

3.4 Analitik Kolon, Hareketli Faz Kompozisyon ve Akis Denemeleri

L Fv: Fragmentor Voltaji
2 CE: Parcalanma Voltaj1

[k kromatografik ¢alismalarda literatiir ve bilesiklerin polar yapilar1 gén dniine

alindiginda 2 ayr1 grup kolon tipiyle denemelere baslandi. Deneme baglangi¢ noktasi

icin hareketli fazlar ve MS/MS parametreleri optimizasyonun yapildigi kosullarda

sabit tutuldu ve tiim denemeler metanol icerisinde 50 ng/mL konsantrasyonlu dortli
standart (AB-PINACA, AB-PINACA N-(4-hidroksipentil), AB-PINACA N-(5-
hidroksipentil), AB-PINACA N-pentanoik asit) ve 25 ng/mL konsantrasyonda AB-
PINACA-D9 karisimu ile yapildi. Ilk deneme grubu i¢in Zorbax SB-C18 tiiriinde 4
analitik kolon (K1a-d) kullanilda.

Kla: Agilent Zorbax SB C-18 3.0x30 mm 1.8 micron (PN 824975-302)
K1b: Agilent Zorbax SB C-18 4.6x50 mm 3.5 micron (PN 835975-902)
Klc: Agilent Zorbax SB C-18 4.6x100 mm 3.5 micron (PN 861953-902)
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K1d: Agilent Zorbax SB C-18 2.1x50 mm 1.8 micron (PN 822700-902)

K1a-d kolon grubu ile yapilan enjeksiyonlarin toplam iyon ve ekstrakte edilmis
kromatogramlar incelendiginde, en yiiksek alanda toplam iyon kromatogrami elde

edilen analitik kolon K1a oldu.

I K1a
I Kb

Kle

I <14

|
.l

isvs. Acquision T

Sekil 10. 50 ng/mL standart enjeksiyonuna ait toplam iyon kromatogram kiyaslamasi
(Kla-d)

Ikinci deneme grubu icin InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 tiiriinde 3 analitik
kolon (K2a-c) kullanildi.

K2a: Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 2.1x50 mm 2.7 micron (PN
699775-902)

K2b: Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 2.1x100 mm 2.7 micron (PN
695775-902)

K2c¢: Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 3.0x150 mm 2.7 micron (PN
693975-302)

K2a-c kolon grubu ile yapilan enjeksiyonlarin toplam iyon ve ekstrakte edilmis
kromatogramlar incelendiginde, en yiliksek alanda toplam iyon kromatogrami elde

edilen analitik kolon K2c¢ oldu.
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Sekil 11. 50 ng/mL standart enjeksiyonuna ait toplam iyon kromatogram kiyaslamasi

(K2a-c)

Her iki analitik kolon grubunda en iyi total iyon kromatogrami elde edilen

enjeksiyonlarin toplam iyon ve ekstrakte edilmis kromatogramlar incelendiginde, en

yliksek alanda toplam iyon kromatogrami elde edilen analitik kolon K1a oldu.

88
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65
64
62
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55
54
52

48
45
44
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35
34
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5
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05
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02

> ) 50 ppb K3 max with 25 ppb 1S
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H 55 € €5
Counts vs.Acquisiton Teme (min)
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75 H g5 g

Sekil 12. 50 ng/mL standart enjeksiyonuna ait toplam iyon kromatogram kiyaslamast

(Klave K2c¢)
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Her iki kolon grubunda en yiiksek performansi gosteren iki kolon tiirliniin toplam
iyon kromatogramlari ekstrakte edildiginde heriki tiirde de birbirinin izomeri olan AB-
PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-PINACA N(5-hidroksipentil) metabolitlerinin
kromatografik ayriminin gerceklesmedigi gozlendi (Sekil 13).

£ AB-PINACA 4-hidroksipentil
Kila

102 [AB PINACA d rysresypares: +E€1 MRM Frag=00.0V CID@22.0 (347.1 » 231.1)50 ppb K misc with 25 ppb ISTD in MaOH_3 03018 meend
AB-PINACA 4-hidroksipentil
K2c

T "AB-PINACA 5-hidroksipentil
Kla

e AB-PINACA 5-hidroksipentil
K2c

Sekil 13. K1a ve K2c kolonlarinda izomerlerin ekstrakte edilmis kromatogrami

Calismanin bu noktasinda daha yiiksek performans gdsteren Kla ile ¢aligmalara
devam edilmeye karar verildi. Bu asamada ise izormerlerin kromatografik ayrimi
lizerinde bir seri ¢alisma yapildi. Bu c¢alismalar icin ilk adimda Kla ile mevcut
kosullardan hareketli fazin analitik metot boyunca akis miktar1 degistirilerek mavcut
kosul da dahil olmak {iizere toplamda dort farkli (0.2, 0.3, 0.5 ve 0.7 mL) deneme
yapildi. Denemeler sonunda enjeksiyonlarin toplam iyon ve ekstrakte edilmis iyon
kromatogramlarin alanlar1 incelendiginde, en yiiksek alanda toplam iyon
kromatogrami elde edilen akis 0.3 mL/dk oldu. Ancak izormerlerin ayrimi hala

gergeklesmedi.
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Sekil 14. Kla kolonunda 4 farklt mobil faz akis hiz1 enjeksiyonlarinin toplam iyon
kromatogramlar1 kiyaslamasi

Izormerlerin ayrimini gézlemlemek icin kolon sicakligmin optimizasyonu adina

ti¢ farkli sicaklikta (10, 20 ve 50 °C) bir seri enjeksiyon verildi. Verilen enjeksiyonlarin

incelenmesi ile alan kapsaminda en iyi sonu¢ 20 °C de alindi. Fakat izomerlerin

kromatografik ayrimi hala gézlemlenemedi.

0% 1251 TIC WA [ >

50 208 43 e it 25 758 1570 i MaoH o 2 5022

I 1 -C
I 20 °C

50 °C

Sekil 15. Kla kolonunda 3 farkli kolon sicakligi enjeksiyonlarinin toplam iyon
kromatogramlari kiyaslamasi
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Kolon sicakligi denemelerinin akabinde ayrimin gdzlemlenebilmesi igin 0.3

mL/dk akis hiz1 sabit tutularak mobil faz akis programi denemeleri yapildi (GO-3).

(Tablo 3). Total iyon kromatogramlari incelendiginde G3 programi oldukga yiiksek
alan verdi (Sekil 16).

Tablo 3. K1a kolonunda deneme mobil faz akis programlari

GO0 programi G1 progranu
Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B | Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B
(dk) (%) (%) (dk) (%) (%)
0.0 100 0 0.0 100 0
1.0 100 0 1.0 100 0
1.1 70 30 1.1 70 30
25 50 50 2.5 50 50
26 20 80 2.6 20 80
5.0 0 100 3.5 10 90
6.0 0 100 3.6 5 95
6.1 100 0 5.0 0 100
6.0 0 100
6.1 100 0
G2 programi G3 progranu
Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B | Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B
(dk) (%) (%) (dk) (%) (%)
0.0 98 2 0.0 100 0
1.0 98 2 2.0 100 0
3.0 88 12 3.0 94 6
6.0 42 58 4.0 88 12
7.5 2 98 5.0 76 24
7.6 98 2 6.0 52 48
7.0 20 80
8.0 0 100
8.1 100 0

I G3

Sekil 16. K1a kolonunda toplam iyon kromatogrami kiyaslamasi (G0-6)
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[k gradient denemelerinde analitlerin alanlarinda yiikselme gézlemlense de A B-
PINACA N(4-hidroksipentil) ve AB-PINACA N(5-hidroksipentil) metabolitlerinin
kromatografik ayrimina ulasilamadi (Sekil 17).

103 |AB-PINACA d-hydroxypantil: +ES| MRM Frag=90.0V CID@22.0 (347.1 > 231.1) 50 ppb K3 mix with 25 ppb ISTD in 1420H_3.0x30-1 8 micron.d
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1 |
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35
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Sekil 17. Kla kolonunda izomerlerin ekstrakte edilmis kromatogrami kiyaslamasi
(GO-3)

Literatiirde benzeri ¢alismalarda kullanilan ve ¢alismanin basinda seg¢ilen C18
tiirlindeki konvensiyonel analitik kolonlarda ¢alisma kapsamindaki AB-PINACA’nin
N(4-hidroksipentil) ve N(5-hidroksipentil) metabolitlerinin kromatografik ayrimi
saglanamadi. Bu noktada, hem polar yapida hem de hidroksil gruplar1 iceren analitik
kolon olan Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 (PN 683775-601) (K3)
analitik kolonu ile caligmalara baglandi. Verilen enjeksiyonda Kla’da ayrimin

olmadig1 metabolitlerin ayriminin saglandig1 gézlemlendi (Sekil 18).
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= Kla + B K1a/AB-PINACA N-(4-hidroksipenti) R
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Sekil 18. Kla ve K3 kolonlariin toplam iyon ve izomerlerinin ektrakte edilmis
kromatogramlari

K3 ile verilen ve ayrimin gozlemlendigi enjeksiyonda yiiksek baseline oldugunun
tespitinin ardindan 10 pl olan enjeksiyon hacmi 2 pl’ye diisiiriildiiglinde baseline

goriintlisliniin ortadan kalktig1 ve ayrima pozitif katki sagladigi tespit edildi (Sekil 19).

I Enjeksiyon hacmi; 2 pl B -5 BB 211/ AB-PINACA N-(4-hidroksipentil
B Enjeksiyon hacmi; 10 pl 5 A
I

21/ AB-PINACA N-(4-hidroksipentil)

h :: I 10111/ AB-PINACA N-(4-hidroksipentil)

I 1011/ AB-PINACA N-(4-hidroksipentil)

Sekil 19. K3 kolonunda 10 ve 2 pl enjeksiyon hacimlerinin toplam iyon ve
izormerlerin ekstrakte edilmis kromatogramlari kiyaslamasi

K3 ile mevcut ayrimin optimize edilmesi agsamasinda Kla’da yiiksek alan elde
edilen G3 dahil bir kag farkli daha mobil faz akis programlar1 uygulandi (G4-6) (Tablo
4). Uygulanan bu gradient programi neticesinde elde edilen kromatogramlar
degerlendirildiginde; baslangi¢c kosulundaki mobil faz sisteminine G6 akis programi

entegre edildiginde oldukca iyi kromatogramlar (Sekil 20) elde edildi.
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Tablo 4. K3 kolonunda deneme mobil faz akis programlari

28
27
28

17
8

G4 programi G35 programi G6 programi
Sitre | Mobil Faz A | Mobil Faz B | Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B | Sire | Mobil Faz A | Mobil Faz B
(dK) (%) (%) (dk) (%) (%) (dk) (%) (%)
0.0 99 0.0 99 1 0.0 98 2
2.0 95 5 2.0 99 1 1.0 98 2
3.0 94 3.0 95 5 2.5 90 10
4.0 88 12 4.0 90 10 35 85 15
5.0 76 24 6.0 70 30 4.0 70 30
6.0 52 48 7.0 30 70 6.0 30 70
7.0 20 80 8.0 0 100 7.0 15 85
8.0 0 100 8.1 99 1 8.0 0 100
8.1 99 1 8.1 98 2
I G
I G4
o I Gs
: I G

Sekil 20. K3 kolonunda toplam iyon kromatogrami kiyaslamasi (G3-6)
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Sekil 21. K3 kolonunda G3-6 programlarinda hedef analitlerin ekstrakte edilmis
kromatogrami kiyaslamasi

Calismanin bu asamasinda hedeflenen analitlerin kolonda tutunma davranislarinin
alan ve metabolitlerin ayrimina etkisini gézlemlemek i¢in yalnizca metanolden olusan
mobil faz B’ye %10 oraninda su eklenerek enjeksiyon verildi. Elde edilen
kromatogramlar incelendiginde, hedef analitlerin alanlarinda bir miktar artig

gozlemlendi (Sekil 22; Sekil 23).
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Sekil 22. K3 kolonunda G6 programinda 2 farkli mobil faz B toplam iyon

kromatogram kiyaslamasi
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Sekil 23. K3 kolonunda G6 programinda 2 farkli mobil faz B hedef analitlerin
ekstrakte edilmis kromatogram kiyaslamasi
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Mobil faz B’ye eklenen %10 su sistemiyle hedef analitlerin kolona tutunmalarini
artiracak sekilde bir mobil faz akis1 programi (G7) (Tablo 5) ile enjeksiyon verilerek
kiyaslama yapildi (Sekil 24). G7 programui ile 6zellikle izomer metabolitlerin kolonda

tutunmalar1 artarak alanlarinda artis tespit edildi (Sekil 24; Sekil25).

Tablo 5. G7 mobil faz akis progranmi

G7 programi

Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B

(dk) (%) (%)
0.0 99 1
1.0 99 1
2.5 92 8
3.5 88 12
5.0 18 82
7.0 0 100
8.0 0 100
8.1 99 1

I Gs

Mobil Faz B; %10 su iger tanol
obil Faz B; %10 su igeren metano I G

Sekil 24. K3 kolonunda %10 su igeren metanol mobil faz B G6-7 toplam iyon
kromatogram kiyaslamasi
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Sekil 25. K3 kolonunda %10 su igeren metanol mobil faz B G6-7 izomerlerin ekstrakte
edilmis kromatogram kiyaslamasi

Caligmalara devam edilen ve izomer ayrimlarinda onemli bir adim atilmasini

saglayan K3, hidrofilik etkilesim analitik kolonu olarak bilinen HILIC tiiri 6zelligi

sebebiyle, kolon tikanmalarinin ve madde kayiplarinin 6niine gegilmesi adina mobil

faz sisteminde organik faz olarak asetonitril kullanilma denemesi yapildi. Bu

denemeler sonucunda incelenen kromatogramlar hedef analitlerin alanlarinda kiigiik

de olsa pozitif yonde bir degisim oldugunu gosterdi (Sekil 26; Sekil 27).
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Sekil 26. K3 kolonunda G7 programinda 2 farkli mobil faz B toplam iyon
kromatogram kiyaslamasi
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Sekil 27. K3 kolonunda G7 programinda 2 farkli mobil faz B hedef analitlerin
ekstrakte edilmis kromatogram kiyaslamasi
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Bu noktada ¢aligmalara kolon performansinin devamlilig1 i¢in asetonitrille devam
edildi. Belirlenen yeni mobil faz B ile kolonu b hattina daha uzun dakikalarda G7’ye
gore yavag bir arttirimla doyurarak yeni bir mobil faz akis programi (G8) (Tablo 6)
olusturuldu. G8 programu ile verilen enjeksiyon incelendiginde ise hedef analitlerin
kolonda tutulum siiresi uzatilarak gorece daha yliksek alanli sinyaller elde edildi (Sekil

28; Sekil 29).

Tablo 6. G8 mobil faz akis progranmu

G8 programi

Siire | Mobil Faz A | Mobil Faz B
(dk) (%) (%)
0.0 100 0
2.0 100 0
3.0 97 3
4.0 95 5
5.0 90 10
6.0 80 20
7.0 60 40
8.0 40 60
9.0 20 80
10.0 0 100
10.1 100 0

I 7
Mobil Faz B; Asetonitril _ Gs

Sekil 28. K3 kolonunda asetonitril mobil faz B G7-8 toplam iyon kromatogram
kiyaslamasi
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Sekil 29. K3 kolonunda setonitril mobil faz B G7-8 hedef analitlerin ekstrakte edilmis

kromatogram kiyaslamasi

Gelistirilen analitik metodun optimizasyonunun son asamasinda ise mobil faz akig

programinin akis hizi 0.2 ml/dk yapilarak enjeksiyon verildi. Elde edilen

kromatogramlar incelendiginde hedef analitlerin alanlarinin yaklasik 2 katina ¢iktigi

goriildi (Sekil 30; Sekil 31).
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Sekil 30. K3 kolonunda G8 programinda 2 farkli mobil faz akig hizinin toplam iyon
kromatogram kiyaslamasi
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Sekil 31. K3 kolonunda G8 programinda 2 farkli mobil faz akis hizinin hedef analitler
ekstrakte edilmis kromatogram kiyaslamasi
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Calismanin bu asamasinda AB-PINACA ve ii¢ metabolitinin es zamanli kantitatif

Olciimiinli saglayacak LC-MS/MS analiz metodunun optimum LC kosullar ile

MS/MS parametrelerinin optimum degerleri belirlenmis oldu. Gelistirilen analiz

metodunun unsurlar1 ve parametre degerleri Tablo 7°de belirtildigi sekildedir.

Tablo 7. Analitik metot LC kosullar1 ve MRM parametreleri

Mobil Faz A %0.1 Formik Asit Su:Metanol (95:5)
Mobil Faz B Asetonitril
Analitik Kolon Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OHS5
Kolon Sicakhgi 20°C
Siire (dk) Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0.0 100 0
2.0 100 0
3.0 97 3
4.0 95 5
5.0 90 10
LC Akis Progranu 6.0 20 20
7.0 60 40
8.0 40 60
9.0 20 80
10.0 0 100
10.1 100 0
LC Akis Hizi 0.2 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 2 puL
Gaz Sicaklig 350 °C
Gaz Akis Hiz 10 ml/dk
Kilif Gaz Sicakligi 1400 °C
Iyon Kaynagi Parametreleri |Kilif Gaz Akis Hizz |10 ml/dk
Nebulizer 55 psi
Kapiler Voltaj 5000 V (+)
Nozzle Voltaj 1000 V (+)

Analiz Modu

MRM

Analitik metodunun belirlenme asamasindan sonra calismalara vekil matris

ortaminda devam edildi.

Tam kan numuneleri icin yapilan calismalar;

Tam kan matrisi i¢in ilk olarak tam kan matrisinde maliyeti diisiik, az islemli ve

tekrarlanabilirligi daha yliksek “protein ¢oktiir ve enjekte et” yaklasimi takip edildi.
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Bu baglamda, 50 ng/mL konsantrasyonlu hazirlanan “at kan1” (TSC Group) temelli
numune, c¢esitli protein ¢oktiiriicii reaktiflerin (PC) etkinliginin incelenmesinde
kullanilmistir. Reaktif etkinliklerinin kiyaslanmasinda, pik sinyali siddeti (en yiiksek
pik alanina ulasarak hassasiyeti artirma), pik simetrisi (pikin dogru integre edilmesini
saglama) ve izomerlerin rezoliisyonu (AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-
PINACA N-(5-hidroksipentil) analitlerini ayirma) kriterleri esas alinmistir. Bu
cercevede, 6 farkli protein ¢Oktiirme reaktifi (PC1-6) (Tablo 8) asagidaki numune
hazirlik prosediiriinde uygulanmis ve edinilen kromatogramlar (Sekil 32;Sekil 33)

kalitatif olarak incelenmistir.

Numune hazirlik prosediirii (tam kan): 50 uL 50 ng/mL konsantrasyonlu numune
tizerine 25 pL 300 ng/mL konsantrasyonundaki i¢ standart (AB-PINACA d9)
eklendikten sonra, 225 pL protein ¢oktiiriicti reaktif eklenip 10 sn vorteks yapildi ve
12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen supernatant kismi LC-MS/MS

sistemine enjekte edildi.

Tablo 8. Tam kan matrisinin protein ¢oktiirme reaktifleri

PC1 Metanol

PC2 Asetonitril

PC3 % 10 Trikloroasetik Asit (TCA) Su

PC4 15 g ZnSO,, 300 mL su, 700 mL metanol

PC5S 2-propanol:Metanol: Asetonitril (8:20:72)

PC6 [%0.1 Formik Asit Su:Metanol (95:5)]:[ Asetonitril] (1:5)
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Sekil 32. Tam kan matrisi i¢in toplam iyon kromatogram kiyaslamasi (PC1-6)
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Sekil 33. Tam kan matrisi i¢in hedef analitlerin ekstrakte edilmis kromatogram

kiyaslamasi (PC1-6)
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Yapilan bu calismalarin sonucunda, en uygun reaktifin PC4 olduguna karar
verildi. Belirlenen optimum kosullar altinda bir seri kalibrasyon noktalar1 belirlenerek
kantitasyon ¢alismalarina ge¢ildi. Bu agsamada kalibratorler i¢in 10, 50, 100, 250, 500
ve 1000 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 6 seviye, i¢ kalite kontroller i¢in ise 25, 125
ve 750 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 3 seviye calisma standarti metanol
kullanilarak hazirlandi. Bu ¢alisma standartlari at kani ile 10 kat seyreltilerek 1, 5, 10,
25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyon degerlerine sahip matris etkili kalibratorler elde
edildi. Ayni islemler i¢ kalite kontrollerin iiretimi i¢in de uygulanarak sirasiyla, 2.5,
12.5 ve 75 ng/mL konsantrasyonlu QC-1, QC-2 ve QC-3 elde edildi. Hazirlanan
kalibratorlere ve i¢ kalite kontrollere belirlenen numune hazirlik prosediirii uygulandi.
Kantitasyon isleminde izomerlerin dogru integrasyonu i¢in alikonma zamanlari
netlestirildi. Bu amag i¢in, AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-PINACA N-(5-
hidroksipentil) standartlarina ait bireysel standartlardan enjeksiyonlar verildi (Sekil

34.).

AB PINACA N-(5-hidroksipentil)

AB-PINACA N-(4-hidroksipentil)
bireysel standart soliisyonu _ bireysel standart soliisyonu

Tam kana spike edilmis

4°1ii standart karisimi
m—

63 7 72 74 76 78 8 82 84 86 83 H 9.2 9.1 96 98 10 02 4 106 108 1

Sekil 34. Izomerlerin bireysel standart enjeksiyonlarinin ekstrakte edilmis
kromatogramlari
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Idrar numuneleri icin yapilan calismalar;

Idrar matrisi icin maliyeti diisiik, az islemli ve tekrarlanabilirligi daha yiiksek
“seyrelt ve enjekte et” yaklasimi izlendi. Bu baglamda, 50 ng/mL konsantrasyonlu
hazirlanan “sentetik idrar” (Mensis Surine720L) temelli numune, ¢esitli seyreltici
reaktiflerin (ID) etkinliginin incelenmesinde kullanilmistir. Reaktif etkinliklerinin
kiyaslanmasinda, pik sinyali siddeti (en yiiksek pik alanina ulasarak hassasiyeti
artirma), pik simetrisi (pikin dogru integre edilmesini saglama) ve izomerlerin
rezoliisyonu (AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-PINACA N-(5-hidroksipentil)
analitlerini ayirma) kriterleri esas alinmigtir. Bu ¢ergevede, 6 farkli seyreltici reaktifle
(ID1-6) (Tablo 9) asagidaki numune hazirlik prosediirii uygulanmis ve edinilen

kromatogramlar (Sekil 35; Sekil 36) kalitatif olarak incelenmistir.

Numune hazirlik prosediirii (idrar): 50 pL. 50 ng/mL konsantrasyonlu numune
tizerine 25 pL 300 ng/ml konsantrasyonundaki i¢ standart (AB-PINACA d9)
eklendikten sonra, 225 pL seyreltici reaktif eklenip 10 sn vorteks yapildi ve LC-
MS/MS sistemine enjekte edildi.

Tablo 9. Idrar matrisi i¢in seyreltici reaktifler

ID1 Metanol

ID2 Asetonitril

ID3 % 0.5 Formik Asit Su

ID4 Su:Metanol (30:70)

ID5 2-propanol:Metanol: Asetonitril (8:20:72)

1D6 [%0.1 Formik Asit Su:Metanol (95:5)]:[ Asetonitril] (1:5)
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Sekil 35. Idrar matrisi icin ID1-6 toplam iyon kromatogram kiyaslamasi
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Sekil 36. idrar matrisi i¢in ID1-6 hedef analitlerin ekstrakte edilmis kromatogram
kiyaslamasi
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Yapilan bu ¢aligmalarin sonucunda, en uygun reaktifin ID1 olduguna karar verildi.
Belirlenen optimum kosullar altinda bir seri kalibrasyon noktalari1 belirlenerek
kantitasyon ¢alismalarina ge¢ildi. Bu agsamada kalibratorler i¢in 10, 50, 100, 250, 500
ve 1000 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 6 seviye, i¢ kalite kontroller i¢in ise 25, 125
ve 750 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 3 seviye calisma standarti metanol
kullanilarak hazirlandi. Bu ¢alisma standartlari sentetik idrar ile 10 kat seyreltilerek 1,
5, 10, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyon degerlerine sahip matris etkili kalibratorler
elde edildi. Ayni islemler i¢ kalite kontrollerin {iretimi i¢in de uygulanarak sirasiyla,
2.5, 12.5 ve 75 ng/mL konsantrasyonlu QC-1, QC-2 ve QC-3 elde edildi. Hazirlanan

kalibratorlere ve i¢ kalite kontrollere belirlenen numune hazirlik prosediirii uygulandi.

DBS numuneleri i¢in yapilan ¢alismalar;

DBS matrisi i¢in de diger matrislerde oldugu gibi maliyeti diisiik, az islemli ve
tekrarlanabilirligi daha yiiksek “ekstrakte et ve enjekte et” yaklasimi izlendi. Bu
baglamda, 50 ng/mL konsantrasyonlu hazirlanan at kan1 (TCS Group) temelli numune
Hemaxis mikrodrnekleyici karta emdirilip kurutulduktan sonra 3 mm’lik punch
alinarak, cesitli ekstraksiyon reaktiflerin (DE) etkinliginin incelenmesinde
kullanilmistir. Reaktif etkinliklerinin kiyaslanmasinda, pik sinyali siddeti (en yiiksek
pik alanina ulasarak hassasiyeti artirma), pik simetrisi (pikin dogru integre edilmesini
saglama) ve izomerlerin rezoliisyonu (AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-
PINACA N-(5-hidroksipentil) analitlerini ayirma) kriterleri esas alinmistir. Bu
cercevede, 7 farkl seyreltici reaktifle (DE1-7) (Tablo 10) asagidaki numune hazirlik
prosediirii uygulanmis ve edinilen kromatogramlar (Sekil 37; Sekil 38) kalitatif olarak

incelenmistir.

Numune hazirlik prosediirii (DBS): 3 mm punchlanan 50 ng/ml konsantrasyonlu
numune lizerine 300 ng/ml konsantrasyonundaki i¢ standart (AB-PINACA d9) igeren
ekstraksiyon reaktifinden 200 pl eklenip 15 dk oda sicakliginda karigtirildi ve LC-
MS/MS sistemine enjekte edildi.
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Tablo 10. DBS matrisi i¢in ekstraksiyon reaktifleri

DE1

Metanol

DE2

Asetonitril

DE3

% 0.5 Formik Asit Su

DE4

Su:Metanol (30:70)

DES

2-propanol:Metanol: Asetonitril (8:20:72)

DE6

[%0.1 Formik Asit Su:Metanol (95:5)]:[ Asetonitril] (1:5)

DE7

[%0.1 Formik Asit Su:Metanol (95:5)]:[ Asetonitril] (1:3)
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Sekil 37. DBS matrisi i¢in toplam iyon kromatogram kiyaslamasi (DE1-6)
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Sekil 38. DBS matrisi i¢in hedef analitlerin ekstrakte edilmis kromatogram
kiyaslamasi (DE1-6)

DBS ekstraksiyon reaktiflerin ilk 6’s1 incelendiginde en 1iyi ekstraksiyon
performansini saglayan reaktif DE6 oldu. Ancak incelenen kromatogramlar 6zellikle
AB-PINACA N-pentanoik asit’in pik alanlar1 saf solventle ekstrakte edildiginde
oldukca yiiksek oldugunu gosterdi. Bu gozlemlerin 1s1ginda alternatif bir DE7
hazirlandi. Bu hazirlikta DE6°da sulu faz ve organik faz orani 1:5 iken DE7°de bu oran

1:3’e ¢ekilerek yeniden numune hazirligr yapildi ve LC-MS/MS sistemine enjekte
edildi.
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Sekil 39. DBS matrisi i¢in toplam iyon kromatogram kiyaslamasi (DE6-7)
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Sekil 40. DBS matrisi i¢in DE6-7 hedef analitlerin ekstrakte edilmis kromatogram
kiyaslamasi
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DBS matrisin i¢in yapilan bu ikinci ¢aligma sonucunda, en uygun reaktifin DE7
olduguna karar verildi. Belirlenen optimum kosullar altinda bir seri kalibrasyon
noktalar1 belirlenerek kantitasyon ¢alismalarina gecildi. Bu asamada kalibratorler igin
10, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 6 seviye, i¢ kalite
kontroller i¢in ise 25, 125 ve 750 ng/mL konsantrasyonlu toplamda 3 seviye ¢aligma
standartt metanol kullanilarak hazirlandi. Bu c¢alisma standartlart at kani ile 10 kat
seyreltilerek 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyon degerlerine sahip matris
etkili kalibratorler elde edildi. Ayni islemler i¢ kalite kontrollerin iiretimi i¢in de
uygulanarak sirastyla, 2.5, 12.5 ve 75 ng/mL konsantrasyonlu QC-1, QC-2 ve QC-3
elde edildi. At kani icerisine hazirlanan bu kalibrator ve kontroller mikrodrnekleyici
olan Hemaxis kartlara emdirildi ve oda sicakliginda 1 giin boyunca kurumaya
birakildi. Hazirlanan kalibratorlere ve i¢ kalite kontrollere belirlenen numune hazirlik

prosediirii uygulandi.

Tiim matrisler i¢in kalibratorler olusturulurken kullanilan vekil matrislere (at kan,
sentetik idrar, DBS) (blank), igerisine standart karisimlari eklenmeden numune
hazirth@g uygulandi ve akabinde LC-MS/MS sistemine enjekte edildi. Incelenen
enjeksiyonlarda hedef analitlerin olmadig1 goriildii. Yalnizca DBS matrisindeki blank
enjeksiyonunda kullanilan DBS kagidindan safsizlik piki ¢iktig1 belirlendi, ancak bu
safsizlik piki hedef analitlerin alikonma zamanlar ile eslesmediginden kantitatif ve

kalitatif analizi etkilemedi (Sekil 41).

Tam Kan Matrisi_Blank F o idrar Matrisi_Blank E DBS Matrisi_Blank
‘ :
‘

—» AB_PINACA Q9 | | —> AB_PINACA 9 | | & —> DBS kagidi safsizhigt
" | p

— AB_PINACA 49

Sekil 41. Tam kan, idrar ve DBS matrislerinin blank enjeksiyonlarinin toplam iyon
kromatogramlari
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Analitik metotta her lic matris igin, her bir hedef analite ait en az 3 Onciil-liriin
iyon optimize edildi. Bunlardan bir {irlin iyon kantitasyon i¢in kullanilirken diger iiriin

iyonlar kalitatif analiz i¢in kullanild1 (Tablo 11).

Tablo 11. Analitik metodun MRM tablosu

Analit Onciil Iyon |Uriin iyon | Fv'! CE? F—
(m/z) (m/z) ) V)
AB-PINACA (kantitatif) 331.2 215.1 80 25| Pozitif
AB-PINACA (kalitatif) 331.2 314.1 80 4|Pozitif
AB-PINACA (kalitatif) 331.2 286.2 80 13|Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) (kantitatif) 347.1 284.2 90 18| Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 231.1 90 22|Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 302.1 90 13|Pozitif
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 330.1 90 6|Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) (kantitatif) 347.1 229.9 90 14| Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 231.1 90 22 |Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 302.1 90 13|Pozitif
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) (kalitatif) 347.1 330.1 90 6|Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit (kantitatif) 361.1 316.1 90 14| Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit (kalitatif) 361.1 298.1 90 13|Pozitif
AB-PINACA N-pentanoik asit (kalitatif) 361.1 344.1 90 6|Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 224.2 80 29|Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 295.2 80 13| Pozitif
AB-PINACA-d9 (i¢ standart) 340.3 323.2 80 6|Pozitif
"IFV: Fragmentor Voltaji
2|CE: Parcalanma Voltaj1

3.5 Validasyon

Calisma boyunca hedef biyomatrisler (tam kan, idrar ve DBS) i¢in gelistirilmis
LC-MS/MS teknigine dayali analitik metotlarin validasyonlari, validasyon kilavuzlari
(61,62) dikkate alinarak amaca uygun olarak gergeklestirildi. Bu gergevede yiiriitiilen
faaliyetler ve kapsami su sekildedir;

3.5.1 Dogrusallik (Linearity R?) calismalar:

[lgili matris igin seviyeleri onceden belirlenmis kalibratorler analiz edilerek R?

degerleri tespit edildi. Kabul kriteri olarak R? > 0.99 belirlendi.
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Her iic matris i¢in Tablo 12’de belirtilen 6 seviye matris etkili kalibrator

kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edilmis ve dogrusallik agisindan degerlendirildi.

Tablo 12. Tam kan, idrar ve DBS matrisleri i¢in olusturulan kalibrasyon degerleri

R? 0.999

T AB-PINACA |
N-(d-hidroksipentil)
Tam Kan :

R? 0.999

R? 0.999

Analit Kalibrasyon Degerleri (ng/mlL)
Seviye-1 | Seviye-2 | Seviye-3 | Seviye-4 | Seviye-5 | Seviye-6
AB-PINACA 1 5 10 25 50 100
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 1 5 10 25 50 100
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 1 5 10 25 50 100
AB-PINACA N-pentanoik asit 1 5 10 25 50 100

R? 0.999

AB-PINACA =
N-(4-hidroksipentil) *-
Tdrar

R® 0.999

AB-PINACA
N-(3-hidroksipentil)
Tam Kan
R? 0.998

AB-PINACA

N-(5-hidroksipentil)
Idrar

R? 0.998

AB-PINACA
N-pentanoik asit
Tam Kan
R? 0.998

1 v

AB-PINACA
N-pentanoik asit
Tdrar

R 0.998

AB-PINACA

N-(4-hidroksipentil)

DBS
R? 0.999

AB-PINACA

N-(3-hidroksipentil)
DBS

R® 0.998

AB-PINACA
N-pentanoik asit

R’ 0.997

Sekil 42. Tam kan, idrar ve DBS matrislerinde her bir hedef analit i¢in kalibrasyon
egrileri ve R? degerleri

Calismanin dogrusallik verilerinin degerlendirilmesi sonucunda, kabul kriteri olan

R? > 0.99 kosulunu tam kan, idrar ve DBS matrisleri i¢in saglamaktadir.
3.5.2 En diisiik tespit (LOD) ve teshis limitleri (LOQ)

Matris etkili hazirlanan kalibratorlerden en diisiik seviyeli olan1 10 defa analiz
edilerek, standart sapma verileri elde edildi. Bu veriler kullanilarak LOD (SDx3) ve

LOQ (SDx10) degerlerine ulasildi. Tespit edilen LOD ve LOQ degerlerinin, ilgili
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matrisdeki en disiik seviyeli kalibrasyonun konsantrasyon degerinden yliksek
olmamasi kabul kriteri olarak belirlenmis olup ¢alisma verileri incelendiginde her ii¢

matrisde her bir analit i¢cin bu kabul kiriterini saglamaktadir.

3.5.3 Geri kazanim (recovery %)

[lgili matris temelince hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek seviyeli kalite kontrol
materyallerinin (QC) her biri 10 defa analiz edilerek ortalama % geri kazanim degerleri
bulundu. Kabul kriteri olarak %85-115 deger araligi kullanildi. Her bir matris i¢in
yapilan ¢alismada Tablo 13’de verilen konsantrasyondaki QC’ler kullanildi.

Tablo 13. Tam kan, idrar ve DBS matrislerinde kalite kontrol materyallerinin
konsantrasyonlari

Analis OC Degerleri’
Seviye-1 | Seviye-2 | Seviye-3
AB-PINACA 2.5 12.5 75
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) 2.5 12.5 75
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) 2.5 12.5 75
AB-PINACA N-pentanoik asit 2.5 12.5 75
I QC: Kalite Kontrol Materyali

3.5.4 Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik (RSD %)

Ilgili matris temelince hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek seviyeli kalibratorlerin
diisiik, orta ve yiiksek olarak belirlenen {i¢ seviye i¢in, toplam 3 giin boyunca 10 defa
analiz edilerek hesaplamalar gergeklestirildi. Bu siiregte, analist 1’in 2 giin boyunca
yaptig1 c¢aligmalardan, giinleri¢i ve giinleraras: tekrarlanabilirlik %RSD degeri,
ortalama analiz sonucu ve SD degerleri kullanilarak tespit edildi. Analist 1 ve 2’nin
ayri giinlerde yaptigi ¢aligmalarin sonuglari lizerinden ise tekrariiretilebilirlik %RSD
degeri, ortalama analiz sonucu ve SD degerleri kullanilarak tespit edildi. Kabul kriteri
olarak ise %RSD <15.0 degeri esas alindi. Calisma kapsaminda her matris icin
kalibrator seviyeleri 3-4-5, konsantrasyonlar1 sirastyla 10, 25, 50 ng/ml, kullanildi ve

kabul kriterleri saglandi.
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Geri kazanim ile tekrarlanabilirlik/tekrariiretilebilirlik c¢aligmalar1 sirasiyla

dogruluk ve kesinlik ¢aligmalar1 olarak tamamland.

Validasyon calismasinin tam kan, idrar ve DBS matrislerinin her biri i¢in

dogrusallik, LOD, LOQ, geri kazanim ve RSD% degerleri Tablo 14’te verilmistir.

Tablo 14. Tam kan, idrar ve DBS matrislerine ait validasyon degerleri

TAM KAN
Gitnigi Gilnlerarast Geri Kaz o
Analit r RSD % RSD % eri Kazanim % LOO LoD
Diigitk | Orta | Yitksek | Dagik | Orta | Ytksek | Dugiik | Orea | Yaksek | "9 | ("8/mD)
AB-PINACA 0999 | 122 | 092 | 111 | 131 | 164 | 133 [104.09[99.11] 96.16 | 024 | 0.07
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) | 0999 | 195 | 179 | 197 | 199 | 204 | 2.10 | 9737|9959 9842 | 071 | 021
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) | 0998 | 313 | 394 | 143 | 353 | 408 | 147 | 9957 [99.51] 99.60 | 058 | 017
AB-PINACA N-penfanoik asit 0998 | 563 | 223 | 207 | 589 | 235 | 208 |101.46(99.33] 9904 | 060 | 018
IDRAR
Gilnigi Giinlerarast Geri Kaz o
Analit R RSD % RSD % eri Kazamm % | LOQ | LoD
Dusiik | Orta | Yiksek | Dugik | Orta | Yksek | Dusiik | Orea | Yksek |8 | ("8/m0)
AB-PINACA 0999 | 151 | 251 | 224 | 208 | 331 | 228 |89.07 92.82] 9943 | 034 | 0.10
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) | 0.999 | 108 | 253 [ 137 | 245 | 279 | 359 [98.02[96.86] 9859 | 0.75 | 022
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) | 0998 | 360 | 171 | 232 | 375 | 310 | 236 |932797.34] 9768 | 053 | 016
AB-PINACA N-pentanoik asit 0998 | 206 | 181 185 | 494 | 2.69 | 198 | 96.68 [98.22] 98.50 | 0.88 | 026
DBS
Gilnigi Giinlerarast Geri Kaz o
Analit r RSD % RSD % eri Kazanim % LOO LoD
Diisiik | Orta | Yiksek | Dagik | Orta | Yksek | Dusiik | Orea | Yksek |8 | ("8/m0)
AB-PINACA 0999 | 247 | 18 | 256 | 273 | 279 | 259 |98.14 [98.52] 98.92 | 0.64 | 0.19
AB-PINACA N-(4-hidroksipentil) | 0.999 | 550 | 403 [ 311 | 561 | 419 | 3.19 [97.70 [96.22] 99.85 | 0.61 | 018
AB-PINACA N-(5-hidroksipentil) | 0.998 | 504 | 471 | 202 | 523 | 475 | 211 |9589 (96.02] 99.14 | 0.66 | 019
AB-PINACA N-pentanoik asit 0997 | 226 | 415 | 297 | 254 | 503 | 3.06 | 9543 [96.03] 9824 | 0.80 | 024
R2; dogrusallik, %RSD; tekrariiretilebilirlik, LOQ; en diisiik teshis limiti, LOD; en diisiik tespit limiti
3.5.5 Stabilite
llgili matris temelince hazirlanmis kalibratorlerden belirlenen 50 ng/ml

konsantrasyonundaki numuneye, numune hazirligi uygulanmis ve seffaf viallere

aktarilmistir. Isiklandirmasi kapali ve 8°C’ye ayarli otodrnekleyici iinitesinde 24 saat

icerisinde cesitli zaman periyotlarinda tekrar analiz edilerek kantitatif degerleri

saptanmistir. Bulunan konsantrasyon degerlerinin ortalamasinin nominal degerin +

%151 i¢inde kalmasi kriter olarak alinmustir.
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Tablo 15. Tam kan, idrar ve DBS matrislerinin vial stabilitesi

TAMKAN
Stabilite (Saat) Hedef deger | AB-PINACA |Sapma | AB-PINACA-4-hidroksipenti] | Sapma | AB-PINACA-5-hidroksipentil |Sapma| AB-PINACA N-pentanoik asit | Sapma
(ng/ml.) (ng/ml.) (%) (ng/mL) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
Vial stabilite Oh Tam Kan 50 50.24 100.48 49.10 98.20 50.92 101.84 50.71 101.42
Vial stabilite 2h Tam Kan 50 49.17 98.34 48.78 97.56 50.26 100.52] 50.30 100.60
Vial stabilite 6h TamKan 50 50.07 100.14 48.74 97.48 50.56 101.12 50.77 101.54
Vial stabilite 12h Tam Kan 50 4943 98.86 51.16 102.32 50.75 101.50 50.56 101.12
Vial stabilite_18h Tam Kan 50 50.03 100.06 48.46 96.92 50.82 101.64 49.87 99.74
Vial stabilite_24h Tam Kan 50 50.13 100.26 49.87 99.74 50.86 101.72 4792 95.84
iDRAR
Stabilite (Saat) Hedef deger |AB-PINACA | Sapma | AB-PINACA-4-ludroksipentil | Sapma | AB-PINACA-5-hidroksipentil| Sapma | AB-PINACA N-pentanoik asit | Sapma
(ng/mL) (ng/ml) | (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
Vial stabilite_0h idrar 50 49.55 99.10 48.99 9798 49.78 99.56 4982 99.64
Vial stabilite 2h idrar 50 49.74 99.48 49329 ‘ 98.58 4911 | 98.22 50.25 100.50
Vial stabilite_6h idrar 50 49.07 98.14 5038 100.76 48.90 97.80 48.53 97.06
Vial stabilite 12h [drar 50 48.82 97.64 49.10 ‘ 98.20 49.01 | 98.02 48.22 96.44
Vial stabilite 18h [drar 50 49.43 98.86 49.07 98.14 49.40 98.80 48.11 96.22
Vial stabilite 24h Idrar 50 48.27 96.54 49.05 ‘ 98.10 4826 | 96.52 47.50 95.00
DBS
Stabilite (Saat) Hedef deger | AB-PINACA |Sapma| AB-PINACA-4-hidroksipentil | Sapma | AB-PINACA-5-hidroksipentil | Sapma| AB-PINACA N-pentanoik asit| Sapma
(ng/mL) (ng/ml) | (%) (ng/mlL) (%) (ng/mlL) (%) (ng/mL) (%)
Vial stabilite_0hDBS 50 5041 100.82 50.40 100.80 50.36 100.72 50.75 101.50
Vial stabilite 2hDBS 50 50.39 100.78 51.35 102.70 49.39 98.78 49.84 99.68
Vial stabilite 6hDBS 50 50.19 100.38 49.35 98.70 4835 96.70 4935 98.70
Vial stabilite_12h DBS 30 49.73 99.46 49.14 98.28 49.48 98.96 49.10 98.20
Vial stabilite_18h DBS 50 48.85 97.70 48.57 97.14 48.47 96.94 48.49 96.98
Vial stabilite_24h DBS 30 48.30 96.60 48.64 97.28 48.18 96.36 47.74 95.48

3.5.6 Secicilik (selectivity) ve ozgiilliik (specifity)

Sentetik matrisler gelistirilmis numune hazirlik protokoliince enjeksiyona hazir

hale getirilerek, calisma kapsamindaki analitlerin alikonma zamaninda dedeksiyon

sinyalinin olup olmadig:

interferanslarin olmadig1 gorilmiistir.

incelenmistir ve olast benzer yapilvkiitle gegisli
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4 TARTISMA

Esrardaki birincil psikoaktif bilesik olan THC, CB1 ve CB2 beyin kannabinoid
reseptorleri ile etkileserek aktivitesini gostermektedir. THC'nin sentetik analoglari
i¢ildiginde, ayni reseptorleri baglayarak esrarin psikotropik etkilerini taklit etmektedir,
ancak cesitli psikiyatrik semptomlara ek olarak merkezi sinir sistemi ve

kardiyovaskiiler sistem disfonksiyonu gibi bir dizi ciddi yan etki gostermektedir (63).

SKN’lerin genellikle diger eglence amacli uyusturucular veya alkolle birlikte
alimmasi, gozlemlenen etkilerin belirli bir iirline atfedilmesini zorlastirmaktadir.
SKN’ler baglangicta kotii amach tiikketim igin degil, terapotik kullanim igin ilaglar
olarak gelistirilmistir. Bununla birlikte, etkilerinin klasik kanabinoidlere benzemesinin
yani sira 6zel bir mevzuatin olmamasi, yeni molekiillerin sentezi ve kolay elde
edilmesi nedeniyle rekreasyonel tiiketimlerinin artmasina sebep olmustur. 2000'li
yillarda SKN’ler yasa dis1 amaglarla kullanilmaya baslanmig ve bu tip bilesikleri de
igceren bitkisel iirlin karisimlari birgok Avrupa tilkesinde dagitilmaya baslanmistir. Bu
maddeler ¢ogunlukla Cin'deki kimya sirketleri tarafindan sentezlenmekte ve daha
sonra bitkisel iirtinler ve organik c¢oziiciiler ile karistirilarak toz halinde Avrupa'ya
ihrag edilmektedir. Tiirkiye de bu transfer yollar1 agisindan Balkan Rotasi iizerinde

olmasi sebebiyle kritik bir oneme sahiptir.

Ayrica, rutin toksikoloji tarama prosediirleri, ozellikle esrar tespiti igin
hedeflenenler, YPM’lerin varligmmi tespit edememektedir. Biyolojik 0Orneklerde
bunlarin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in daha spesifik ve daha hassas
yontemler gerekmektedir. YPM’lerin ¢esitliligindeki artig, rutin laboratuvarlarin
veritabanlarinin stirekli giincellenmesi gerekliligi ile analitik zorluk olusturmaktadir.
Geleneksel tarama testleri, spesifik olmayan immiinoanalizlere dayandiklari igin
yanilabilmektedir. Enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan florokinolon
antibiyotiklerin, dnceki nesil opiat immiinolojik testleriyle capraz reaksiyona girdigi
daha 6nce dogrulanmistir. Yapilan bir ¢calisma, levofloksasinin, iki opioid (buprenorfin
ve morfin) i¢cin modern immiinolojik testlerle ¢apraz reaksiyona girdigini ve

moksifloksasinin ise amfetamin/metamfetamin testiyle ¢apraz reaksiyona girdigini
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gostermektedir.  Terapotik  kullanimla  uyumlu  florokinolonlarin  idrar
konsantrasyonlari, pozitiflik i¢in yaygin olarak kullanilan esik degerlerin iizerinde
sonuglar Uretmistir. Bu, onciil pozitif idrar ila¢ taramalarinin dogrulama testinin
gerekliliginin altin1 ¢izmektedir. Giinlimiizde SKN’leri ve metabolitleri belirlemek
icin oldukga spesifik ve hassas analitik tekniklerin kullanilmasi zorunludur ve analiz

edilecek biyolojik numunenin dikkatli bir sekilde se¢ilmesi de 6nemlidir.

Yapilan bilimsel caligmalarda biyolojik 6rneklerde SKN’lerin tayini i¢in, kiitle
spektrometrik detektorlere (GC-MS ve LC-MS) bagh gaz veya s1vi kromatografisi
yontemleri tarif edilmistir. GC-MS yonteminde ana molekiilleri tespit edebilmek i¢in
numune hazirlik asamasinda tiirevlendirme islemi gerekmektedir. Tiirevlendirme
islemi de hem zaman alict hem de maliyetli bir adimdir. Bu islemi takiben GC-MS
analizlerinde sonug¢ alma siireci 1 saati bulabilmektedir. GC-MS’e karsilik, LC—
MS/MS tabanli prosediirlerin, metabolitler i¢in 6zel avantajlarla birlikte SKN’lerin
tanimlanmasi ve miktar tayininde baskin olmasi sasirtict degildir. Bunun yam sira,
SKN’lerin hidroksillenmis metabolitleri benzer gegislere sahip olabilir ve bu asamada
LC-MS/MS yonteminde uygun analitik kolon ile kromatografik olarak ayrilmalari
saglanabilmektedir. Bu ayrim o&zellikle idrar matrisinde sik¢a karsimiza c¢ikan
metabolitlerinin tespitine hatta miktarlandirilmasina olanak saglamaktadir. Yiiksek
duyarliligt ve seciciligi, kullanim kolayligi ve genis analitik uygulanabilirligi
nedeniyle, LC-MS/MS, immunolojik testlerle tespit edilemeyen analitlerin taranmasi

ve dogrulanmasinda yaygin olarak tercih edilmektedir (46,64).

2020 yilinda (Carmen T. Mulet ve ark.) ve 2019 yilinda ( Franziska Gaunitz ve
ark.) yapilan caligmalarda SKN ve metabolitlerini analiz edebilen LC-MS/MS
metadolojisi gelistirilmistir. Ancak yiiksek maliyet ve uzun 6n isleme sebep olan SPE
kullanilmis ve tek enjeksiyon/es zamanl analiz yerine raporlama siiresini uzatan iki

ayr1 enjeksiyon uygulanmustir.
Calisma kapsaminda, numune hazirlik protokolii; diisiikk maliyet ve kisa siirede

raporlama anlayis1 benimsenerek, tam kan matrisi i¢in “protein ¢oktiir ve enjekte et”,

idrar matrisi i¢in “seyrelt ve enjekte et” ve DBS matrisi i¢in ise “ektrakte et ve enjekte
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et” prensibinde olusturulmustur. Bu prensipler dogrultusunda hi¢ bir matris numune
hazirliginda SPE kullanilmadan, AB-PINACA ve metabolitleri tek enjeksiyonda es

zamanli analiz temelinde LC-MS/MS metodoloji tamamlanmustir.

DBS, hizli, basit numune alimi ve oda sicakliginda saklama/transfer kosullar
saglamasinin yaninda, kantitatif ol¢imler i¢cin DBS 6rneklerinin kullanilmasi, kan
viskozitesi (hematokrit) ve spot homojenligi arasindaki farklar nedeniyle analitik
sonucu etkileyebilmektedir. Ciinkii dogrudan parmak ucuyla kagida emdirilecek kanin
tam miktar1 belli degildir. Bunun ¢6ziimii i¢in, ¢alisma kapsaminda da kullanilan
Hemaxis voliimetrik aparat, belirli miktarda kanin toplanmasini saglamakta ve bir
spotun 10 pL kan igerdigi bilinmektedir. Analiz sirasinda spotun tamami
kullanildiginda hematokrit problemi ortadan kalkmaktadir. Kii¢iik kan hacimlerinin
kullanilmastyla iliskili ekstra bir zorluk, bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi igin oldukca hassas tekniklere duyulan ihtiyactir. immiinolojik testler
bazi durumlarda DBS analizi i¢in kullanilabilmesine ragmen, spesifik olmayan
baglanmaya ve endojen bilesenlerle ve/ veya yapisal olarak ilgili uyusturucular/ilaglar
ve metabolitlerle ¢apraz reaktiviteye tabidirler. Bu noktada, LC-MS/MS teknikleri

oldukg¢a hassas ve spesifik analiz metotlarinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

DBS ile elde edilen {imit verici sonuglar, DBS 6rneklemesinin hizli niteligi ve
DBS numunesininin kararlilig1 (her ikisi de uyusturucu etkisi altinda olan vakalarda
kilit oneme sahiptir) gibi belirli avantajlariyla birlestirildiginde, DBS analizinin
gelecekteki yol kenari uyusturucu testlerinde rol oynayabilecegi dngdriilmektedir (65).
DBS metodolojisinde i¢ standart igeren ekstraksiyon soliisyonunun kullanilmasi,
ekstraksiyon geri kazanimindaki olast varyasyonlar1 telafi ederek, kantitatif analiz
sonucunu etkileyen tiim numune hazirlik asamalarindan ve matristen kaynaklanan

faktorleri safdis1 birakmaktadir (56).

DBS matrisinin en kritik dezavantaji ise adli toksikolojide delil materyalleri (kan,
idrar, sag, tirnak, organ sivisi, organ, kemik vb.) arasinda bulunmamasidir. Bu sebeple
yol kenar1 kontrollerinde, denetimli serbestlikte, is yeri testi, doping kontrolii, olay yeri

gibi alanlarda geleneksel biyolojik materyaller delil olarak toplanmaktadir. Ancak
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toksikoloji alaninda gelisen teknoloji ve artan ¢alismalar dogrultusunda, gelecek
yillarda DBS matrisinin bu materyaller arasina girmesi siipriz olmayacaktir.

Calismaya dahil edilen bu matris gelecek ¢alismalara 6rnek teskil edecektir.
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5 SONUC

Geleneksel dogal uyusturucularin yani sira YPM’lerin, 6zellikle son 20 yildir hem
diinya genelinde hem de Balkan Rotasi’nda bulunan Tiirkiye’de kullanimi artmustir.
Bu artis toplumsal ve sosyal sagligi tehdit etmektedir. YPM’ler molekiil yapilarinin
piyasaya siiriildikten sonra bir adli kontrole yakalanmasinin akabinde
aydinlatilabilmesi sebebiyle yetkililer tarafindan kontrolii zorlagmaktadir. Kimyasal
yapilariin saptanmasinin ardindan yasakli madde listesine alinan YPM’lerin adli bir
olayda kalitatif ve kantitatif analizi delil niteligindedir. Calisma kapsaminda
gelistirilen metodoloji YPM sinifinin en yaygin kullanimina sahip AB-PINACA ve
metabolitlerinin tam kan, idrar ve DBS matrislerinde es zamanli analizine imkan
sunmaktadir. Bu ve benzeri analiz yontemlerinin artigi, uyusturucu madde ile
miicadelede 6nemli bir adimdir. Yine ¢alisma kapsaminda alternatif matris olan
DBS’in kullanilmasi, olay yerinden kolay numune alimimna olanak saglama

hususundaki ¢alismalara dikkat cekmektedir.

Gelistirilen hassas, 6zgilil ve secici olan LC-MS/MS metodolojisi validasyon
kilavuzlarina uygun sekilde valide edilerek, her bir matris ve analit icin LOQ degerleri
0,9 ng/mL konsantrasyonun altinda bulunmustur. Yine her bir matris ve analit i¢in
validasyon kapsaminda geri kazanim degerleri %95-100 arasinda tespit edilirken,
tekrarlanabilirlik degerleri (%RSD) ise %6’ nin altindadir. Boylece ilgili kilavuzlarda
vurgulanan kabul kriterleri saglanmistir. Validasyon ¢alismasinin yaninda, her bir
numune hazirlik sonrasi enjeksiyon siireci igin vial stabilite testi yapilmistir. Elde

edilen veriler hedef molekiillerin vial igerisinde 24 saat stabil kaldigini1 gostermistir.

Calismanin analitik anlamdaki en 6nemli zorlugu, birbirinin izomeri olan, AB-
PINACA N-(4-hidroksipentil) ve AB-PINACA N(5-hidroksipentil) metabolitlerinin
kromatografik ayrimiydi. Bu asamada ayrima uygun analitik kolon, uygun mobil faz

akis programi yapilan bir seri deneme sonunda belirlenmistir.

Capraz reaksiyonlarin analiz sonuglarinin giivenilirligine golge disiirdiigii

immunolojik esasli analitik tekniklerden, kromatografik temelli analiz ¢ézlimlerine
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gecis her gegen giin artmaktadir. Kiitle spektrometrisi, ¢esitli hastaliklarin tanisina
yonelik spesifik biyobelirte¢ kesfine olanak tanmidigi gibi, ilgili biyomateryaldeki
hedefli biyobelirteglerin izlenmesine ve konsantrasyonlarmin tayinine de imkan
sunabilmektedir. Bununla birlikte ila¢ diizeyi takibini, uyusturucu madde ve kotiiye
kullanilan ilaglarin tespitine imkan saglamaktadir. Bilimsel gelismeler 1s1ginda
dinamik bir siireci temsil eden bu tiir ¢aligmalar, uyusturucu madde dedeksiyonuna ve
metabolizmasinin incelenmesine yonelik yeni ufuklar agabilmektedir. Tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de, kromatografi ve kiitle dedeksiyon prensiplerine dayanan

analitik metotlara yonelim ivme kazanmaktadir.

LC-MS/MS teknigi oOzellikle hedefli analiz imkani saglayarak, kompleks
matrislerde konsantrasyonlart olduk¢a diislik analitlerin hassas ve dogru sekilde
Olciimiinli gerceklestirebilmektedir. Alternatif matris DBS’den, birka¢ mikrolitre
kanda bulunan diisiik miktarlarda analiti saptamak i¢in hassas analitik tekniklere
gereksinim bulunmaktadir. Gelistirilen analiz metodu, tam kan ve idrar gibi geleneksel
orneklerinin yanisira, 6zellikle daha az invaziv yolla ve anlik toplanabilen ve analit
kararliligmmi yiikselten DBS Orneklerine de uygulanmistir. DBS numunesi
sogutulmadan gonderilip depolanabilmekte, bu da daha kolay ve daha diisiik maliyetli
lojistik saglamaktadir. Diger yandan, ¢alisma kapsaminda tam kan, idrar ve DBS
biyomatrisleri i¢in reaktifli tiirevlendirme, solvent tiikketimini zaruri kilan sivi-sivi
ekstraksiyon veya kati faz ekstraksiyonu gibi laboratuvar adimlarma gerek duymadan

gergeklestirilen numune hazirliklari gevre dostu ve etkin maliyetli nitelikte olmustur.
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