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OZET
Yiksek Lisans Tezi

IDRARDA UR-144 VE METABOLITLERININ LC-MS/MS ILE TAYINI

Ergiin KARAOGLU
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Kriminalistik Anabilim Dali
Damisman: Prof Dr. Belgin IZGi

Esrarin yan etkilerini azaltarak tedavi edici etkisini gelistirmek iizere sentezlenen
sentetik kannabinoidler son yillarda esrara alternatif olarak kullanilmakta ve suistimali
tehlikeli boyutlara ulagmistir. Endokannabinoid reseptorlere tetrahidrokannabinol
(THC)’e benzer etki gosteren fakat farkli kimyasal yapidaki bu maddeler, ciddi yan
etkilere hatta oltimlere neden olabilmektedirler. Sentetik kannabinoidlerin bitkisel
materyaller iizerine spreylenmesiyle hazirlanan karigimlar “dogal” ve “yasal”
kandirmacasiyla internet lizerinden kolaylikla satilmakta ve popiilariteleri giin gectikce
artmaktadir. Maddelerin farmakolojisi, toksik etkileri ve tayiniyle ilgili yapilan

caligmalar oldukga sinirlidir.

“Ttsi” gibi isimlerle adlandirilan Spice, Yucatan Fire, Smoke, Sence, Skunk ve Space
gibi ticari isimlerle piyasaya sirilen bu maddeler esrardan daha giclu bir etki
olusturmaktadir. Buna ek olarak yasal kapsama alimmadigi i¢in rahatlikla ticareti

yapilabilmektedir.

Artan popdlaritesi ve olasi hasar potansiyeli nedeniyle “spice” Tiirkiye’de 2011 yilinda
yasa kapsamina alinmasi nedeniyle bilesenlerinin analizine adli toksikolojide ihtiyag

duyulmus ve tayini gerekli hale gelmistir.

UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) maddelerinin kati
faz ekstraksiyonu yapilarak LC-MS/MS analizi ile idrarda tayini ve miktar belirlenmesi

amaciyla spesifik ve giivenilir bir metot gelistirilmistir. Metodun  validasyonu



dogrusallik (0,1 — 100 ng/mL), segicilik, giin ici ve ginler aras1 dogruluk ve kesinlik
(CV < %15), geri kazanim (% 81-99), gozlenebilme sinir1 (LOD) (0,05-0,09 ng/mL), ve
gozlenebilme miktar1 (LOQ) (0,17-0,31 ng/mL) parametreleri dikkate alinarak

yapilmustir. Ayrica matriks etkisi, kararlilik ve islem etkileri de incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sentetik kannabinoid, LC-MS/MS, UR-144, metabolit, idrar
2016, xi+57 sayfa



ABSTRACT
Msc Thesis

DETERMINATION OF UR-144 AND METABOLITES IN URINE
WITH LC-MS/MS

Ergiin KARAOGLU
Uludag University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Deparmant of Criminalistics
Supervisor: Prof.Dr. Belgin 1ZGI

Synthetic cannabinoids are synthesized to improve the therapeutic effect of marijuana
by reducing the adverse effects of it but cannabis are now being used as alternative of
marijuana and its widespreadening has reached dangerous proportions abusively. The
endocannabinoid receptors for tetrahydrocannabinol (THC) showing similar effects to
these substances but with different chemical structures, they cause serious side effects
even death. It is increasingly getting popular and available on internet to reach
Synthetic cannabinoids which prepared as liquid spray and applied over mixtured
various plant materials under mask of "natural” and "legal™ trade labels in the market
day by day. Unfortunatelly, pharmacologic, toxic effects and determination of
cannobinoid substances related studies are very limited.

Trading traffic of those substances in the market held by different names such
"Incense, Spice, Yucatan Fire, Smoke, Sence, Skunk” and these substances have more
effective than marijuana. Additionaly legal gaps and abstractness of legal regulations
provides easiness on trading of that substances in the market.
It became required to analyze and identificate for forensic toxicology when a legal
legislation made in 2011 which aims to prevent the dangerously increasing popularity

and damage potential of "spice™ in Turkey.



A specific and reliable method has been developed for the detection and quantification
of UR-144, UR-144 N-pentanoic acid and UR-144 N- (5-hydroxypentyl) in urine
using solid-phase extraction by LC-MS/MS analysis. The method has been validated in
terms of linearity (0,1 — 100 ng/mL), selectivity, intra-assay and inter-assay accuracy
and precision (CV < 15%), recovery (81-99%), limits of detection (LOD) (0,05-0,09
ng/mL), and quantification (LOQ) (0,17- 0,31 ng/mL). Matrix effects, stability, and
process efficiency were also assessed.

Key Words: Synthetic cannabinoid, LC-MS/MS, UR-144, metabolites, urine
2016, xi+57 sayfa
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1. GIRIS

Kenevir igindeki esrar bileseninin (THC-tetrahidrokannabinol) ve diger bilesenlerinin
dini ya da t1ibbi tedavi amaglarla kullanilmas1 eski Cin’e kadar uzanmaktadir. lk olarak
M.O. 2737 wyilinda Cin Imparatoru Shen-Nung yazilarinda esrarm, malarya ve
romatizma {lizerindeki etkilerine dikkat cekerek esrarin faydalarindan bahsetmistir

(Seely ve ark. 2012 a).

1964 yilinda Raphael Mechoulam ve ark. kenevir bitkisi i¢indeki psikoaktif bilesen olan
THC’1 bitkiden izole etmisler ve tanimlamislardir (Castaneto ve ark.2014). Ayni
yillarda esrarin sahip oldugu yan etkilere neden olmayan agr1 kesici ve iltihaplara karsi
etkileri olan kannabinoid reseptor agonisti yeni maddelerin bulunmasi i¢in de ¢alismalar
yapilmistir (Lindsay ve ark.2012). 1980°li yillarda endokannabinoid reseptorleri CB1 ve
CB2 kesfedilmistir. Bu reseptorlerin etkilerini incelemek amaciyla pek ¢ok calisma
yapilmistir 1990’1 yillarda Huffman ve arkadaslar1 bu calismalar da kullanilmak {izere

“JWH?” olarak bilinen bilesikleri sentezlemislerdir.

THC’nin kemoterapideki kusmayi onleyici etkisini gelistirmek {lizere dizayn edilen
calismalarda sentetik kannabinoidler sentezlenmistir. THC analoglari olan bir grup
klasik kannabinoid THC’nin dibenzofuran yapisinin kismi olarak kirilmasiyla
sentezlenmistir (Young ve ark. 2011). Sentetik kannabinoidler esrara benzer olarak
endokannabinoid CB1 ve CB2 reseptorlerinden biri ya da her ikisi Uzerinde de etki
goOstermektedir (Znaleziona ve ark.2015). Sentetik kannabinoidler kimyasal yap1 olarak
esrara benzemiyor olmasina ragmen farmakolojik etkileri esrara benzerdir (Wiebelhaus

ve ark. 2012).

Sentetik kannabinoid iceren bitkisel trtinler ilk olarak 2004 yilinda “Spice” ve “K2”
ticari isimleriyle piyasaya striilmiislerdir (Vardakou ve ark. 2010). Satislar1 genellikle
internet iizerinden yapilan bu maddeler “legal high” ya da “herbal incense” olarak
pazarlanmuslardir (Fantegrossi ve ark. 2014). Uzerlerinde “insan tiiketimi i¢in degildir”
ibaresi bulunan ve tiitsii ya da potpori iddiasiyla pazarlanan maddelerin ambalajlari
tizerinde iceriginin yazilmasi zorunlu degildir, bu yilizden yasal denetimleri atlatmak da

mimkiin olmaktadir. Maddelerin “bitkisel” ya da “yasal” kelimeleri kullanilarak
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satiginin yapilmasi kullanan kisilerde “dogal” ve “zararsiz” izlenimi olusturmaktadir.
Sentetik kannabinoidlerin etanol ya da asetonda ¢0ztinmesi ile bitkisel pargalar (yaprak,
cicek v.b.) Uzerine puskurtildigi ve daha sonra kurutularak degisik derisimlerde Uriin
elde edildigi diisiiniilmektedir. Plskirtilen madde derisimlerinin degisken olmasina
bagl olarak yan etkileri de degisiklik gostermekte, hatta ayni {irlinti alan farkli kisilerde
hafif yan etkiden Olumle sonuglanan toksisiteye kadar degisiklik gostermektedir.
Teminlerinin oldukc¢a kolay ve ucuz olmasi sentetik kannabinoidleri uyusturucu
kullanmaya meyilli genc ve ergenler icin cazip hale getirmektir. Merkezi sinir sistemi,
kardiyovaskiiler sistem basta olmak tizere birgok sistem (zerinde toksik etkileri
belirlenen bu maddelerin kullanimina bagl olarak acil servislere bagvurular gun

gectikce artmaktadir (Seely ve ark. 2012 b, Fantegrossi ve ark. 2014).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) verilerine gore kokain, eroin,
amfetamin, metamfetamin, MDMA (3,4-methylenedioxy-methamphetamine) gibi
maddelerin yiiksek dozda alimindan kaynaklanan 6liim vakalar1 1999 ve 2010 yillar
arasinda neredeyse sabit kalmig; buna karsilik  “tanimlanmamig” maddelerden
kaynaklanan oliimler ii¢ kata ¢ikmistir. Oliimlerin {i¢ katina ¢ikmasima bahsi gecen
yillar arasinda yasakli maddeler kapsaminda olmayan sentetik kannabinoidlerin neden
oldugu diisiiniilmektedir (Mycyk 2012). Bu maddelerin koétiiye kullanimi Amerika
Birlesik Devletleri’nde acil servislere bagvuran hasta sayisinin son on yilda %187°den

%5846’ya kadar ¢ikarmistir (Nacca ve ark. 2013).

2008 sonlarinda THC Pharma (Frankfurt, Almanya) firmas1 “Spice” igerisinde bir
sentetik kannabinoid olan JWH-018 oldugunu raporlamis ve 2009 yili basinda JWH-
018 maddesi yasaklanmistir. Bu diizenlemenin hemen ardindan Mart 2009°da ikinci
nesil sentetikler piyasaya siiriilmiis ve yakalanmaya baslanmistir (Lindigkeit ve ark.
2009). Kisa bir siirede pek c¢ok Avrupa iilkesinde bu maddeler yasa kapsamina
almmislardir. Mart ayinda Amerika Birlesik Devletleri FDA (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi) JWH-018, JWH-073, JWH-200 ve CP-47,497 ve kannabisiklohekzanol’den

olusan bes maddelik yasak listesini yaymlamistir.

Sentetik kannabinoidlerin farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri hakkinda

bilinenler olduk¢a azdir (Lapoint ve ark. 2011). Farmakokinetik ve farmakodinamik



Ozelliklerinin tanimlanmas1 ve toksik etkilerinin incelenebilmesi, analizleri i¢in uygun
metotlarinin  gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Maddelerin kimyasal yapt olarak
heterojen bir dagilim gostermeleri ortak analiz yontemlerinin gelistirilmesini oldukca

zorlagtirmaktadir.

Bu calismanin amaci UR-144 ve metabolitlerinin idrarda tayinini saglayan segici,
giivenilir, maliyeti diisiik bir yontem gelistirilmesi ve uluslararas1 rehberlere uygun
olarak validasyonunun yapilmasidir. Boylece suistimali yaygin olan bu maddenin yasa
tarafindan izlenmesi ve bu maddeden kaynaklanan dliimlerin tespiti amaglanmaktadir.

Yapilan ¢aligma ile ayrica bu alandaki literatiire katki saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sentetik Kannabinoidler

Kannabinoidler genel olarak (¢ grupta toplanmaktadirlar; fitokannabinoidler,
endokannabinodler ve sentetik kannabinoidler. Fitokannabinoidler sadece kenevir
bitkisinden kayda deger miktarda izole edilen kannabinol (CBN), kannabidiol (CBD) ve
THC dogal kannabinoidlerdir. Endokannabinoidler vicutta tretilen hucre ici lipid
mesajcilardir, kullanilabilecek miktardan daha fazla iiretildigi ve sonraki kullanim i¢in
saklanabildigine inanilir.  Fitokannabinoidler, endokannabinodler ve sentetik
kannabinoidlerin etkilerinin hiicre membranlar1 ile 6zel bir etkilesim ile meydana
geldikleri bilinmektedir (Sun ve ark. 2007). 1980 yilinda kannabinoid reseptdrler (CB)
tanimlanmis ve kesif sirasina gore (CB1) ve (CB2) olarak adlandirilmistir. Bu iKi
reseptor arasindaki farklilik tahmin edilen aminoasit dizisi farkliliklari, sinyal

mekanizmasi ve doku dagilimindan kaynaklanmaktadir (Vardakou ve ark. 2010).

Kenevir’e ait psikoaktif bilesenler yiizyillardir uyusturucu olarak kullanilmistir. Bu
bilesenlerden en Onemlisi endokannabinoid CBI1 reseptorii iizerinde kismi agonist
(hipotermi, analjezi) ekti gdsteren THC’ dir. Bu psikoaktif maddenin kesfinden sonra
maddenin reseptor etkisi, terapdtik etkileri ve yan etkileri tizerinde pek ¢ok g¢alisma
yapilirken, ayn1 zamanda endokannabinoid sistem ve reseptorler iizerinde de ¢aligmalar

yapilmistir (Mazzarino ve ark. 2014).

Sentetik kannabinoidlerden JWH-018 ilk olarak 1980°’li yillarda medikal kimyact John
William Huffman tarafindan viicutta endokannabinoidlerin yapisim1  ve etki
mekanizmasin1 incelemek {izere gelistirilmistir. Huffman bir ila¢ iizerine Ulusal
Uyusturucu Bagimliligi Enstitiisti tarafindan desteklenen bir calismaya baslamis ve
sentetik esrarlar1 sentezlemistir. JWH serisi kannabinoidler (A9-THC)’nin yapisinin

bilgisayar tizerinden gelistirilmesiyle sentezlenmislerdir (Beuck ve ark. 2011).

Son donemlere kadar sentetik kannabinoidler geleneksel tedavi edici ilaglarin
farmakolojik 6zelliklerini gelistirmek veya esrar ve kubar (t0z) esrarin spesifik
mekanizmasini aragtirmak tizere dizayn edilmiglerdir (Huffman ve ark. 1994, Seely ve

ark. 2012). Sentetik kannabinoidler, sentezleyen kisi ya da kurumlarin 6n ekleri ile



isimlendirilmis dort ana gruptan (JWH, HU, CP, AM) olusmaktadir. 2004 ten itibaren
sokak kimyacilar1 kontrole tabi ya da yasakli olmayan ve ayn1 zamanda farmakolojik

olarak en az esrar kadar etkili iirlinler tasarlamaya baslamislardir (Huffman ve ark.

1994).

Bu arastirmalarda kullanilmak (zere sentezlenen sentetik kannabinoidlerin reseptorlere
baglanma egilimleri THC’ye oranla CB1 {izerinde 4 ile 10 kat kadar daha fazla oldugu
goriilmistiir (Young ve ark. 2011). THC, CB1 ve CB2 reseptorleri iizerinde kismi
agonist etki gosterirken sentetik kannabinoidler ayni reseptorler Uzerinde tam agonist

etki gosterirler (Fantegrossi ve ark. 2014).

Sentetik kannabinoidler farki kimyasal yapida maddelerden olusan genis bir ailedir.
Farmakolojik ajanlar olarak tiretilmis olmalarina ragmen tedavi edici ozelliklerini

istenmeyen psikoaktif yan etkilerden ayirmak oldukca zordur (Vardakou ve ark. 2010).

Ik kez 2004 yilinda “Spice” ad1 altinda sentetik kannabinoid iceren ve bitkisel oldugu
iddia edilen bir iirlinlin internet iizerinden satilmaya baslandig tespit edilmis, 2008’den
sonra ise “Spice” ve benzeri paketlenmis lrlinlerin satis1 ile ilgili Alman ulusal
televizyonu ve yerel gazetelerde ilanlar goriilmeye baslanmis, genellikle de psikotrop
madde kullanmak isteyen ergenler ve gencler tarafindan tercih edildigi belirlenmistir
(Lindigkeit ve ark. 2009, Vardakou ve ark. 2010). Erisimlerindeki kolaylik ve psikoaktif
etkileri bu maddelere ilgiyi olduk¢a arttirmistir. Spice Silver, Spice Gold ve Spice
Diamond ve bir¢ok ¢esidinin Pedicularis densiflora (Hint Savasgisi), Leonotis leonurus
(Aslan Kuyrugu), Cannavalia rosea (Baybean), Nymphea aquatic (Mavi Lotus),
Vanilleae planifolia (Vanilya), bal ve benzeri bitkisel {iriin ya da bitki icerdigi rapor
edilmistir. Bu bitkilerin de toksikolojik etkileri bilinmemektedir (Rosenbaum ve ark.
2012). Kimyasal igeriklerine bagli olarak Pedicularis densiflora (Hint Savasgisi) ve
Leonotis leonurus (Aslan Kuyrugu)’un psikotrop etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Sekil
2.1°de “Spice” ve benzeri ticari {driinler ve tiitsiiye benzetilen igerikleri

gosterilmektedir.



Sekil 2.1. Satis1 yapilan sentetik kannabinoidlerin farkli isim, ambalaj ve igerikleri

Kullanicilarda esrar benzeri etkiler gosteren ve bitkisel baharat oldugu iddia edilen
urdinler, igerikleri bakimindan incelenmis ancak esrara rastlanmamistir. 2008 yili Aralik
ayinda bitkisel karisimlarin  psikoaktif etkilerinin sentetik kannabinoidlerden
kaynaklandig1 agiga ¢ikmis ve iglerinde JWH-018, JWH-073, JWH-398, JWH-250,
HU-210 ve CP-47,497 ve homologlar1 ile oleamid oldugu rapor edilmistir. Bu



kannabinoid reseptdr agonistleri yagda ¢oziinen, polar olmayan, 20-26 karbonlu ve
oldukga ugucu yapilardir (Uchiyama ve ark. 2010, Vardakou ve ark. 2010). 2009 yilinda
Avusturya, Almanya, Fransa, Liiksenburg, Polonya, Litvanya, Isvec, Ingiltere ve
Estonya gibi baz1 Avrupa iilkeleri biitiin bu iirlinleri narkotik yasasina dahil ederek satis1

engellenmistir (Seely ve ark. 2012).

“Spice” igerisinde bulunan sentetik kannabinodlerden HU-210 1960’larda Hebrew
Universitesi'nde Raphael Mechoulam tarafindan sentezlenmistir. Klasik olmayan
kannabinoidlerden Siklofenol (CP) 1970’lerde Pfizer firmasi tarafindan gelistirilmistir.
HU-210 yap1 olarak THC’ye cok benziyor olmasina ragmen reseptor afinitesi daha
yuksektir. CP-47,497’nin sentezi daha kolaydir. CB1 resepttru Gizerinde tam bir agonist
etki gostermesi nedeniyle daha gii¢lii ve daha popiilerdir. Diger bir sentetik kannabinod
olan AM, Alexandros Makriyannis tarafindan sentezlenmistir (Seely ve ark. 2012). Son
olarak 1990’1 yillarda John W. Hoffman ve ekibi JWH isimli bir seri sentetik

kannabinoid sentezlemislerdir.

Maddelerin tek basina yasa kapsamima alimyor olmasi suistimalinin  6nilne
gecememistir. Yasa kapsamina alindigi anda ayni ticari isimle satilmaya devam edilen
ticari mamdllerin kimyasal igerikleri degistirilerek yasa kapsami disinda yeni maddeler
sentezlenerek “yasal” niteligi korunmustur. Ilk iiretilen “Spice” {iriinleri JWH-018 ve
JWH-073 igermekteydi. Fakat bu maddeler aminoalkil indoller ve diger bisiklik klasik
olmayan CP-47,497 ve onun C8 homologlar1 gibi yasa kapsamia alindig1 igin yeni
ikinci jenerasyon iiretilmeye baslanmustir. Ik jenerasyon maddeler daha birgok iilkede
yasaklanmadan ikinci jenerasyon maddeler tespit edilmeye baslanmistir. Ocak 2014
itibariyle yedinci jenerasyon sentetik kannabinoidlerden THJ-018 listeye dahil
edilmistir (http://www.nist.gov 2015). Cizelge 2.1.’de sentetik kannabinoidler ve dahil

oldugu jenerasyon numaralar1 gosterilmistir.


http://www.nist.gov/

Cizelge 2.1. Jenerasyon numarasi ve dahil edilen sentetik kannabinoidler (http://www.nist.gov
2015)

Jenerasyon Numarasi Sentetik Kannabinoid

JWH-018, JWH-019, JWH-073

AM-2201, RCS-4, JWH-122

AKB-48, STS-135

UR-144, 5-Fluoro-UR-144, XLR-11

PB-22, 5-fluoro-PB-22, BB-22

AB-PINACA, AB-FUBINACA, ADB-PINACA

N OO |IWIN|F-

THJ-018, FUB-PB-22

Yeni Gretilen ve klasik serilerde (CP, AM, JWH, HU) olmayan sentetik maddelere
tiretildikleri tilkelere 6zgili isimler verilmistir. “AKB-48” ismini Japon pop grubundan
almistir. “STS-135” Amerikan Uzay Ussii programlarindan birinin son ugusudur.
“XLR-11" ilk s1v1 yakitli motordur. Bu da sentetik kannabinoidlerin artik birgok llkede
ve merdiven alti laboratuvarlarda yasadisi olarak kolaylikla {iretilebildigini
kanitlamaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, sentetik kannabinoidlerin yan
etkilerinin oldukg¢a gii¢lii oldugunu ve yeni bir suiistimal edilen madde sinifi olarak
kabul edildigini gostermektedir. Bu amagla iiretilmis ylizlerce maddeden sadece 20
tanesinden azi biyolojik Kitlerle (enzim-substrat iliskisine dayanarak) Olgilmektedir ve
bu sistemlerin ¢ogunda sadece ana maddelerin tayin ediliyor olmasi yanlis negatiflere

neden olmaktadir (Young ve ark. 2011).

“Spice” igeriginde sentetik kannabinoidler disinda bulunan diger maddeler yag asitleri
ve esterleri (linoleik asit, palmitik asit), amid yag asitleri (oleamid, palmitol
etanolamid), bitkisel kaynakli maddeler (eugenol, timol ,asetil vanilin,..), benzil benzoat
gibi koruyucular ve a-tokoferol’diir (Uchiyama ve ark. 2010). Bu maddeleri oldukca
yiiksek dozlarda karigimlara eklemek suretiyle, sentetik kannabinoidin yan etkilerini

maskelemek hedeflenmektedir (Vardakou ve ark. 2010).


http://www.nist.gov/

Bu fdiriinlerde ayrica, siklikla [2-adrejenik agonisti klenbuterol’e rastlanmaktadir
(Dresen ve ark. 2010). Kullanim sonrasi titreme, kalp atisinin hizlanmasi ve endise
duyma gibi sikayetler ile acil servise bagvuran hastalarin anlatmis oldugu sempatomlara
benzeri etkilerde bu maddenin de etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir (Simmons ve
ark. 2011). Bunlarin disinda harmin ve harmolin, nikotin, kafein ve metallere de
rastlanmaktadir. Karigimlara eklenen kimyasallar, sentetik kannabinoidlerin tespitini de

zorlastirmaktadir (Rosenbaum ve ark. 2012).

2.2.  Sentetik Kannabinoid UR-144 ve Ozellikleri

UR-144 [IUPAC adi: (1-pentyl-1H-indol-3-yl)- (2,2,3,3-tetramethyl-cyclopropyl)-
methanone] sentetik kannabinoidi ilk olarak Abbott laboratuvari tarafindan 2006 yilinda
sentezlendi (Frost ve ark. 2011). UR-144 i¢in TMCP-018, KM-X1, MNOO1 ve YX-17
kisaltmalar alternatif isimler olarak kullanilmaktadir (http://en.wikipedia.org 2015).

UR-144, ilk sentezlenen JWH-018 ile yapisal benzerlik gostermektedir. JWH-018"de
karbonil grubuna naftil halkast bagli iken UR-144’te tetrametilsiklopropil grubu
baglidir. UR-144, JWH-018 maddesindeki fonksiyonel grubun degistirilmesiyle
sentezlenen sentetik kannabinoid’dir. UR-144’ilin sahip oldugu tetrametilsiklopropil
grubu nedeniyle, CB1 reseptoriine baglanmast JWH-018’e gore daha etkilidir. Bu
0zelligi nedeniyle tibbi tedavi amaciyla tercih edilir. Sentetik kannabinoidler son dort
yildir eczanelerde ila¢ olarak satilmaktadir. A9-THC’nin CB1 reseptdriine baglanma
afinitesi Ki=40,7nmol, CB2 reseptoriine baglanma afinitesi Ki=36,4nmol, JWH-018’in
CBI1 reseptoriine baglanma afinitesi Ki=9nmol, CB2 reseptoriine baglanma afinitesi
Ki=2,94nmol iken UR-144’lin CBI reseptoriine baglanma afinitesi Ki=150nmol, CB2
reseptoriine baglanma afinitesi Ki=1,8nmol olarak tespit edilmistir (Frost ve ark. 2011).
CB1 reseptOriine yiiksek afinitesi nedeniyle ila¢ kullanicilar1 bu maddeyi ¢cok popiiler ve

olumlu olarak degerlendirmislerdir.

UR-144 ambalajlari tizerinde her ne kadar “insan kullanimi i¢in degildir” ibaresi olsa da
kullanmak isteyenler bu uyariya dikkat etmemektedirler. UR-144, diger sentetik
kannabinoidler gibi soluma ve sigara icer gibi kullanilmaktadir. Cogunlukla tiitiin, sar1
kantaran otu veya diger otlarla karistirarak sigara sarar gibi sararak ucundan yakip igine

¢cekmek seklinde kullanilmaktadir. Raporlara gore; kullanicilar 0,5 ile 20 mg arasinda


http://en.wikipedia.org/

kullanmaya baglamaktadir. Hazirladiklar1 ot igerisine %0,05 - %0,4 oraninda UR-144
katmaktadirlar (http://www.drug-forum.com 2013).

Kullanici ifadelerine gére UR-144, esrar ve diger sentetik kannabinoidlere benzer etki
gostermektedir (Piotr ve ark. 2013). Piotr ve ark. yaptig1 calismalarda Ur-144"in diger
sentetik kannabinoidlerle benzer sekilde metabolize oldugunu, ve viicuttan metabolitleri
seklinde atildigin1 dogrulamaktadir. JWH-018, UR-144, UR-144 N-pentanoik asit, UR-
144 N-(5-hidroksipentil) ve i¢ standart olarak kullanilan THC-COOH-D3’1n kimyasal

formiilleri asagidaki sekillerde gosterilmistir.

UR-144, ilk olarak Haziran 2012’de Kore’de yakalanmistir (Choi ve ark. 2013). Daha
sonra diinyada hizli bir sekilde yayilmistir. Avrupada Hirvatistan, isveg, Almanya,
Finlandiya, Norveg¢ ve Macaristan’da, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde bu
madde tespit edilmistir (Uchiyama ve ark. 2013). 2012 yilinda Rus laboratuari bu
maddeyi analiz etmistir. UR-144, Yeni Zelenda ve Rusya’da 2012 yilinda, Ingiltere ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2013 yilinda yasaklanmistir (Piotr ve ark. 2013).

Sekil 2.2. JWH-018’in Kimyasal Yapisi (1-
pentyl-3-(1-naphthoyl)indole)

10
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Sekil 2.3. UR-144’{in Kimyasal Yapisi
(1-pentylindol-3-y1)-(2,2,3,3-

0 N NM tetramethylcyclopropyl)methanone

Sekil 2.4. UR-144 N-pentanoik asit’in

0 N N\/\/\”/'DH Kimyasal Yapisi
0
N N Sekil 2.5. UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in
© Kimyasal Yapisi

Sekil 2.6 THC-COOH-D3’iin
Kimyasal Yapist
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2.2.1. Farmakolojik ve Toksikolojik Etkileri

Sentetik kannabinoidlerin insanlarda farmakokinetik ve farmakodinamik etkileri tam
olarak bilinmemektedir. Kullanicilarla ilgili herhangi bir klinik bulgusu olmamasina
ragmen “Spice” kullanmis olan kisiler deneyimlerini internet sayfalarinda “chat” odalar1
araciligiyla paylasmustir (http://www.bluelight.ru 2012). Kullanicilarin paylastigi
yorumlara gore etkileri “insan beyninin 6n tarafinda gozlerin arkasinda basing (esrarla
aynt etkiler), bulaniklik, duygu ve durum iyilesmesi” olarak tanimlanmigtir
(Zimmermann ve ark. 2009). Ayn1 giin igerisinde tekrar tekrar kullanan kisi, artan bir
etki hissetmekte ve giin sonunda kisi sarhos, yorgun ve sersemlemis olmaktadir.
Kullanicilar sentetik kannabinoidi esrar kadar ilging bulmustur. Diger bir kullanici, 4mg
JWH-018"1 eritmis ve i¢mistir. Bu kisi vicutta esrardan biraz daha farkli bir enerji
dalgas1 oldugu gibi bir yorumda bulunmustur. Bagka bir konusmada kullanici, 10 mg
JWH-018 kullanmis ve kayg: hissettigini belirtmistir. Iki kiigiik doz JWH-018 icen bir

baska kullanict giiclii madde olarak tanimlamistir (Zimmermann ve ark. 2009).

Ur-144 ile yapilan ilk ¢alismalar; maddenin bitkisel igeriklerdeki sagtaki, tukarukteki,
kandaki ve idrardaki analizleri ile ilgilidir. Sentetik kannabinoidlerle ilgili olarak
karaciger mikrozomlari kullanilarak yapilan ¢alismalarda Faz I ve Faz 11 metabolizmasi
tanimlanmistir. Ana madde 6nce CYP450’lerle  (merkezi sinir sistemi:CYP2C9,
akciger:CYP1A2 ve karaciger:CYP2D6) enzimleri ile oksitlenerek hidroksillenmis ya
da poli hidroksillenmis metabolitlerine, sonrasinda UDP glukronozil transferaz
enzimleri ile glukuronid konjugatlarina doniiserek bobreklerden —atilmaktadir.
Konjugasyondan karacigerde UGTI1Al, UGTI1A9; karaciger disinda UGT2B7,
UGT1A10; akcigerde UGT1A7 ve beyinde UGT1A3, UGT2B7 enzimleri sorumludur
(Simoes ve ark. 2014).

Poklis ve ark.(2012)’nin yaptigi bir ¢alismada farelere esrar, JWH-018 ve JWH-073
maddelerinden ayni1 dozlarda verilmis ve metabolit diizeyleri takip edilmistir. Farelere
“Magic Gold” verildikten 20 dakika sonra JWH-073 derisimleri kanda 67-244 ng/mL
arasinda, beyinde ise 412-873 ng/g arasinda degisim gostermistir. Hayvanlarda
maruziyet sonrasi bulunan JWH-073 ve JWH-018 miktarlar1 THC’ye oranla daha
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diisiiktiir, bu da yarilanma omiirlerinin THC’den daha kisa oldugunu gdstermektedir
(Poklis ve ark. 2012).

Maddenin  genellikle alkil grubunda ®-karbonunun oksitlenmesi ya da
hidroksillenmesiyle Faz I hidroksil metabolitlerinin olustugu ve bu metabolitlerin,

biyolojik materyallerde analiz i¢in daha uygun oldugu goriilmistiir (Znaleziona 2015).

2.2.2. Farmakolojik ve Toksikolojik Ozellikleri

Maddelerin farmakolojik etkilerinin anlasilabilmesi i¢in yapilan deneysel ¢alismalarda
insan denekler kullanilamiyor olmasit nedeniyle caligmalar genellikle farelerle
yapilmistir. Fareler, piroliz edilen maddelere burundan inhalasyon yoluyla maruz
birakilmis ve etkileri incelenmistir (Wiebelhaus ve ark. 2012). Kimyasal yapilar1 farkl
olmasina ragmen esrara benzer olarak endokannabinoid sistem tizerindeki CB1 ve CB2

reseptorlerini etkilemekte oldugu gozlenmistir.

Yapilan vaka calismalarinda oral ya da inhalasyon yoluyla alimlardaki tahmini
biyoyararlanimlar1 ve bu sekilde alima bagh etkilerinden bahsedilmektedir. Spesifik
metabolik yollar, detoksifikasyon ve atilim reaksiyonlar1 hala tam olarak
bilinmemektedir. Genel olarak hepatik sitokrom P450 oksidasyonunu takiben
glukuronik asit konjugasyonu ve bobrekten atilimi ile biten bir farmokokinetigi oldugu
distintilmektedir (Gronewold ve Skopp 2011). Sentetik kannabinoid metabolizmasindan
sorumlu sitokrom P450 izoenzimleri tanimlanmamis olmasina ragmen, konjugasyondan
sorumlu ana UDP-glukuronoziltransferazlar UGT1ALl, UGT1A3, UGT1A9, UGT1A10
ve UGT2B7 olarak tanimlanmistir (Chimalakonda ve ark. 2011).

CBI1 reseptorleri merkezi ya da perifer sinir sistemi, kemik, kalp, karaciger, akciger,
vaskiiler endotelyum ve iireme sisteminde bulunmaktadir. CB2 reseptorleri baglica
immun sistemde yogunlasmistir, fakat az miktarda da merkezi sinir sisteminde de
bulunur (Van Scikle ve ark. 2005, Ashton ve Moore 2009). Sentetik kannabinoidler
cogunlukla pre-snaptik terminaller {iizerine yerlesmis olan G-protein ¢iftli CB1
reseptorlerini uyarirlar. CB1 reseptor aktivasyonu hiicresel siklik adenozin monofosfat

(cAMP) miktarint diisiiriir ve kannabimetik cevap olusmasini saglar (Pertwee 1999).
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Sentetik kannabinoid reseptor agonistleri voltaj-kapili iyon kanallan ile etkilesime
girerek potasyum, sodyum ve N ve P/Q tip kalsiyum kanallarini inhibe ederek membran

potansiyelini diisiiriirler (Castaneto ve ark. 2014).

Bir¢cok farkli sentetik kannabinoidin organizma {iizerindeki ortak dort ana etkisi;
hipotermi, analjezi, katalepsi ve lokomotor baskilamadir. Bu etkilere kannabinoid
tetrad1 adi1 verilir ve bu etkilerin derecelendirilmesi ile farklt maddelerin reseptorler
tizerindeki etkileri karsilastirilir (Fantegrossi ve ark. 2014). THC ile kiyaslandiginda
baz1 sentetik kannabinoidler CB1 reseptoriine 4-5 kat daha fazla baglanma egilimine

sahiptir (Seely ve ark. 2012).

Kannabinoid analoglart CB1 and CB2 reseptorleri lizerinde agonist etki gosterirler.
CB1 Kannabinoid reseptorleri beyinde yer alan en fazla G-protein bagl reseptorlerdir
ve y-amino butirik asit (GABA) ve glutamat nérotransmisyonunun modilasyonu
konusunda 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica kannabinoid reseptorler genellikle diger
reseptorler ile heterodimerler olustururlar. Kannabinoid ve opioid reseptorler arasinda
meydana geldigi bilinen bu etkilesim etkili agri kontrolii konusunda farmasdétik
stratejilerin  gelistirilmesi konusunda bir hedef olusturmustur. Fakat sentetik

kannabinoidler ve opiyatlarin etkilesimleri hakkinda heniiz herhangi bir bilgi yoktur

(Hajos ve Freund 2002, Desroches ve Beaulieu 2010).

Bu tiir maddelerin klinik etkileri yaymlanmis olan vaka c¢aligmalarinin derlenmesiyle
belirlenmistir. Bu etkiler belirlenirken internet iizerinden paylasimda bulunulan bloglar
da fazlaca kullanilmistir. En fazla rapor edilen etkiler merkezi sinir sistemi etkileridir.
Bunlar; anksiyete, ofke patlamasi, paranoya, goz temasindan kaginma, ajitasyon,
deltzyonlar, psikozlar, kusma ve tepkisizliktir (Cohen ve ark. 2012, Schneir ve
Baumbacher 2012). Klinik etkileri tagikardi, hipertansiyon, konvulsiyon, goz iltihabi,
terleme, gogiis kafesinde agr1 ve agiz kurulugu olarak rapor edilmistir. Buna ek olarak
baz1 kaynaklar, sentetik madde kullanimmin intihara tesebbiisii arttirdigin
belirtmislerdir (Vearrier ve Osterhoudt 2010, Cohen ve ark. 2012). Bazi vaka
raporlarinda, hafif hipokalemi, miyokard infarktiisii, bobrek yetmezligi ve
konvulsiyonlar rapor edilmistir (Pertwee 1999, Mir ve ark. 2011, Rosenbaum ve ark.
2012).
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17 yasinda bir erkek; K9 alimi sonras1 gogiis agrisi, tagikardi ve sonrasinda bradikardi
tanisiyla acil serviste gozlem altina alinmus, sikayetleri nefes almada zorluk ve gogiis
kafesinde baski olarak kaydedilmistir. Terleme ve kusma sikayeti olmayan hasta K9
almadan bir saat dnce “Oxyelite” isimli (100 mg kafein ve diger bilesenler) diyet ilacini
aldiginm1 séylemistir. Alimdan 30 dakika sonra kalp atis hiz1 140 ve tansiyon 136/78 mm
Hg olarak ol¢iilmiistiir. Hastane miidahalesinden 11 saat sonra kalp atis hizi 48 ve
tansiyon 121/59 mm Hg olarak ol¢iilmiistiir (Young ve ark. 2012). 100 mg UR-144
kullanan bir kullanicinin tanimladigi belirtiler, biling bozuklugu, tasikardi, uyku hali,

bulanik diisiinme ve haliisinasyon gorme seklinde olmustur (Piotr ve ark. 2013).

UR-144 kullanan diger bir kullanicinin ifade ettigi belirtiler beyninin 6ninde ve
goOzlerinin yuvasinda basing, bulaniklik ve hareketlilik seklindedir. Gun iginde tekrar
alimlarda kisi esrarinkine benzer “uyusturucunun etkisi altinda, yorgun ve bulanik”

etkiler hissetmistir (Vardakou ve ark. 2010).

Harris ve Brown (2013) 3 ay boyunca “Spice” kullanimina bagli 6nemli sikayetlerle acil
servise basvuran hastalar1 incelemisler ve alt1 vaka tespit etmislerdir. Iki hasta gecici
felc sikayetiyle bagvurmus, diger iki hastada haliisinasyon saptanmis, sadece bir hastada
tasikardi goézlemlenmistir. Acil serviste g0zlem suresi ortalama 2-8 saat olmustur ve
higbir hasta tekrarlayan fel¢ durumundan bahsetmemistir. Bir¢ok sentetik kannabinoidin
esrardan daha etkili olduklari ve psikoaktif dozlarinin <1 mg oldugu sanilmaktadir
(Harris ve Brown 2013).

Esrarin diizenli aliminin kesilmesinin ardindan yoksunluk reaksiyonlar1 goriilmiiyorken
sentetiklerde bu etkilerin goriildiigi gézlemlenmistir (Nacca ve ark. 2013). Bagimhilik
etkisini yaratan asil etkilerin; antikonvulsan aktivite, kataleptik etki, lokomotor
aktivitenin baskilanmasi, hipotermi, hipotansiyon, kortikosteroidlerin salinimi oldugu
diigiiniilmektedir (Fantegrossi ve ark. 2013). Kayda deger ilk geri ¢ekilme sendromu
bilgisi 8§ ay boyunca her giin diizenli olarak Spice kullanan 20 yasindaki bir erkek
kullanicidan gelmistir. Kisi bu maddeyi baslangicta rahatlatici, yatistirict ve esrar

benzeri etkilere sahip olarak tanimlarken sonrasinda yoksunluk periyodunda igsel
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huzursuzluk, yogun terleme, madde Ozlemi, gece kabuslari, titreme ve bas agrisi

yasadig1 i¢in tibbi tedavi talebinde bulunmustur (Zimmermann ve ark. 2009).

Sentetik kannabinoidlari kullananlarda geveleyerek konusma, uyusukluk, yiiksek kan
basinci, inme, hissizlik, haliisiinasyon, asabilik, tasikardi, paranoya ve anksiyeteyi de
iceren cesitli toksisite belirtileri rapor edilmistir. Yeni nesil kannabinoidlerin reseptor
afiniteleri olduk¢a yiliksek oldugundan, bu maddelerin yan etkilerinin de oldukca
ciddiye alinmasi gerektigi ifade edilmis (Seely ve ark. 2012). Bu vakalarin tedavisi daha
cok destekleyici tedavi niteligindedir, spesifik bir antidot bulunmamaktadir. Ajitasyon,
tagikardi, hipertansiyon, anksiyete ve konviilsiyon gibi semptomlarin tedavisi igin
diazepam ya da lorazepam gibi benzodiazepinler baslica tedavi araclaridir. Ek olarak
i¢/dis sogutma, yiiksek dozda benzodiazepin, agresif hidrasyon, sedasyon ya da
entiibasyon gerekli olabilir. Ayrica distonik reaksiyonlar ve kas sertligi igin

difenhidramin kullanilabilir (Cohen ve ark. 2012 , Rosenbaum ve ark. 2012).

Kronik kullanimdan kaynaklanan uzun donem etkileriyle ilgili higbir bilimsel veri
bulunmamaktadir. Ug hafta icinde dort kez ve 1,5 yil boyunca giinliik dozlar halinde
dizenli olarak sentetik kannabinoid kullanilan 10 kisilik saglikli erkek toplulugunda
psikoz  gelistigi gozlemlenmistir. Bu vaka raporunda duyusal ve gorsel
haliisiinasyonlardan, paranoid kuruntulara, diisiinme yetisinde tutukluktan bozulmusg
konusmaya ve uykusuzluktan sersemlik ve intihar diisiincesine kadar degisen bir grup
psikotik semptom tanimlanmistir. Bu etkiler esrara benzer olmakla birlikte alinan kiguk

dozlarda dahi esrardan daha ciddi yan etkilere neden olmaktadir (Hurst ve ark. 2011).

Uzun doénem yogun esrar kullanimi azalan beyin hacmi ile iliskilendirilmistir.
Hipokampiis ve amigdalanin serebral kisimlar1 sirastyla %12 ve %7 oranlarinda anlamli
bir sekilde azalmistir. Bu kisimlar hafiza ve sizofreninin pato-psikolojisi ve duygularin
islenmesi ile ilgilidir. Benzer olarak uzun dénemli Spice kullanicilar1 6fke ve anksiyete
nobetleri yasamaktadir (Seely ve ark. 2012). Uzun doénemde ve yiiksek dozlarda
kannabinoid aliminin embriyonun gelisimine (implantasyon sorunu, diisiik, erken

dogum, anomaliler) zarar verdigi goriilmiistiir (Sun ve Bennett 2007).
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2.2.3. Yasal Kisitlamalar ve Kullanim Sikhigi

Internet iizerinden yas smir1 ve yasal kontrol olmaksizin satiliyor olmasi bu maddelerin
suistimali sorununa uluslararasi bir boyut kazandirmistir. Bu tiir uyusturucu maddelerin
tanimlanmasi ve hizli bir sekilde yasa kapsamina alimimi saglamak (zere hizmet veren
Avrupa Uyusturucu Ve Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi (EMCDDA) konsey
karariyla (2005/387/JHA), Erken Uyar1 Sistemi (EWS)ni kurmustur. Ulkemiz bu
sisteme 2006 yilinda {iye olmustur ve uyusturucunun izlenmesi ile ilgili tiim veriler en

kisa siirede bu merkeze {liye olan tiim tilkelerle paylasilmaktadir.

2008 yili sonlarinda THC Pharm firmasinin bitkisel igerikli oldugu iddia edilen bu
urtinlerde sentetik kannabinoidleri tespitinin ardindan 2009 yili baslarinda ilk olarak
Almanya’da bu maddeler yasaklanmistir. Daha sonra Avrupa Birligi iilkelerinin
bircogunda bu maddeler yasaklanmistir. Ulkelerin bir kismi1 maddelerin kendisini
yasaklarken bir kismi1 “jenerik yasa” da birbirine benzeyen tiim maddeleri yasaklamistir.
Ulkemizde bu madde ile ilgili ilk yakalamalar 2010 yilindadir (http://www.kom.gov.tr
2015).

Bunu takiben UR-144 25.06.2013 tarih, 28688 sayili Resmi Gazetede yayimlanan
22.05.2013 tarih, 4827 sayili Bakanlar Kurulu Karar1 (Ek 1) ile kanun tarafindan
kullanilmasi, bulundurulmasi, tretilmesi ve ticaretinin yasak oldugu uyusturucu ve

uyarict maddeler listesine alinmistir (http://www.resmigazete.gov.tr 2015)

2015 yilinda ise Adli Tip Kurumu ve Saglik Bakanligi gibi resmi kuruluslar tarafindan
yapilan Oneriye istinaden bu maddeler ve bu maddelerden retilebilen tim tlrevleri isim
anilmaksizin yasa kapsamina alinmistir. Bu yasa Avrupa ve diinya ¢apinda uygulanan

bir tiir “jenerik” yasadir (http://www.resmigazete.gov.tr 2015).

Maddelerin kullanim sikliginin belirlenmesi amaciyla pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. 2010
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde sentetik esrar ve banyo tuzlarma bagh acil
servislerde aramalar1 3200 iken bu say1 2011°de 13000 olarak kaydedilmistir. Madde
toplumda esrardan sonra en ¢ok suiistimal edilen ikinci madde durumundadir.

(Bronstein ve ark. 2011, Marshell ve ark. 2014).
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Ingiltere ve Galler’de her yil ev sakinleri arasinda yapilan anketlerde 15-24 yas arast
“Spice” kullaniminin %0,4 ve 25-29 yas arast kullanimin ise %0,1 arttig1 ortaya
cikmistir (Smith ve Flatley 2011). 2013 yilinda yayimnlanan bir arastirmaya gore 2011
yilinda internet ilizerinden yapilan bir ankete katilanlarin %17’si sentetik kannabinoid
kullandigin1 kabul etmistir. Bu kisilerden %41°i daha 6nce de kullandigini belirtmistir.
Sentetik kannabiboid kullanicilarinin %99u daha 6nce esrar kullanmiglardir. Michigan
Universitesi’nin liselerde yaptig1 bir ankette 12. siiflarm %11,3 10. simiflarin %8,8 ve
8. Siniflarin %4,4’1 sentetik esrar kullanmaktadir. Bu say1, bahsi gecen siniflarda esrar

kullananlarin yaklasik ticte biri kadardir (Tuy ve ark. 2014).

14 Ekim - 2 Kasim 2011 ve 26 Mart 2012- 23 Nisan 2014 tarihleri arasinda Norveg
Halk Saglig1 Enstitiisti’niin yaptig1 7 haftalik bir calismada giivenli siirlis uygulamasi
amaciyla ornekleri alinmis olan 726 vaka incelenmistir. Kan 6rneklerinden 16 tanesi
sentetik kannabinoid bakimindan pozitif bulunmustur. 11 kisi ilag etkisi altinda arag
kullanimi siiphesiyle, dordii trafik kazasina karigtigi igin ve biri de yasadis1 ilag
kullanim1 siiphesiyle 6rnek vermistir. Ila¢ etkisi altinda ara¢ kullaniminda sentetik
kannabinoid orami % 2,2’dir. Bu c¢alisma, maddeyi sadece geng bireylerin
kullanmadigin1 ve biiyiikk ¢ogunlugun erkek oldugu gercegini de ortaya koymustur
(Brents ve ark. 2012).

Son olarak tilkemizde Eyliil 2012 ve Eyliil 2013 arasinda savcilik tarafindan gonderilen
636 siipheliye ait 868 oOrnekten 471 tanesi uyusturucu maddeler bakimindan pozitif
bulunmustur. Bu vakalarin %50,5’inde sentetik kannabinoid metabolitleri pozitif
bulunmustur (Erol ve ark. 2015). Bu da iilkemizde sentetik esrar kullaniminin ne kadar
yaygin olduguni gozler 6niine sermektedir.

Sentetik kannabinoidler hizla iiretiliyor ve gelistiriliyor olmasina ragmen analiz
metotlar1 olduk¢a yetersiz kalmaktadir. Bu ylizden kullanim siklig1 artmakta ve

kullanic1 yas ortalamasi giderek diismektedir.

2.2.4. Analiz yontemleri

Maddelerin tanimlanmasi igin pek ¢ok analiz yontemi birlikte kullanilmistir. Oncelikle
maddelerin bitkisel iiriinlerde tespit edilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmistir (Uchiyama

ve ark. 2010, Dresen ve ark. 2011, Grigoryev ve ark, 2011, Gottardo ve ark. 2012). Bu
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calismalarda LC-MS, LC-MS/MS, GC/MS, TOF ve NMR sistemleri maddelerin

yapisinin belirlenmesi ve isimlendirilmesi i¢in kullanilmistir

Maddelerin ve metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik sivilarda tespiti i¢in yapilan in
vivo ve in vitro ¢alismalarda GC/MS ve LC-MS/MS sistemleri kullanilmistir (Hutter ve
ark. 2012, Gambaro ve ark. 2014). Bu calismalarin tamamina yakininda uygun
gozlenebilme siniri, kolaylhigi, tirevlendirme gerektirmemesi, analiz maliyetinin
diistikliigli ve analiz siiresinin kisaligi gibi avantajlart nedeniyle LC-MS/MS tercih

edilmistir.
2.3. LC-MS/MS Yontemi

Kiitle spektrometresi (MS) tekniginin segiciligi yiiksek olmasina karsin tek basina
analiz edilecek maddeyi ayni matriks i¢inde bulunan diger molekiillerden ayirmasi
oldukca giictiir. MS teknigi maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gére ayirmak Uzere
dizayn edilmis bir sistemdir, ayirmaya yardimci olan sivi kromatografisi (LC) sistemi
ile kombine edildiginde (LC-MS), her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek
Sivi kromatografi/Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) sistemi dizayn edilmis
ve kullanilmaya baglanmistir.  Sistem hassasiyet, hiz ve secicilik gibi 06zellikleri

nedeniyle son donemlerde siklikla tercih edilmektedir.

Bu sistem temelde sivi kromatografisi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, detektor ve
yazilimdan olugsmaktadir. Sivi  kromatografi kismi maddeleri fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayirir ve iyon kaynagina bu siraya gore gonderir. Iyon kaynagi bu
maddeleri buharlagabilen ve analizi istenmeyen diger maddelerden ayirarak gaz fazina
doniistiiriir ve analiz edilmesini saglayan pozitif ve negatif yiikleri kazandirir. Kiitle
analizorii bu yiikli pargaciklart dort kutuplu kisimda (kuadrupollerde) m/z oranlar1 ve
yiiklerine gore ayirir. Tayini yapilacak iyon birinci kuadrupolden geger, digerleri kalir.
Birinci kuadrupolden gecen iyon molekuller ¢arpisma gazi adi verilen yiiksek saflikta
argon gazi ile parcalanmaya tabi tutulur. ikinci kuadrupol filtrede pargalanma sonucu
olusan iyonlar arasindan segilen ikincil iyon dedektore ulasir ve bu iyon iizerinden
teshis ve miktar tayini yapilir. Dedektér ayrilmis bu molekiillerin iyon enerjilerini
elektriksel sinyallere c¢evirir. Son olarak yazilim bu sinyalleri alan degerine

dontistiirerek okur ve analiz gerceklestirilmis olur.
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Sivi kromatografisindeki temel amag¢, maddelerin yapilarmma gore farkli tutunma
zamanlarinda birbirinden ayrilmasini saglayarak bu maddeleri farkli zamanlarda iyon
kaynagma yollamaktir. Oncelikle analiz edilecek maddeler acisindan ayirma giicii
(rezolUsyonu) iyi bir analitik kolon secilir. Maddelerin kolonda hareket etmesini ve
farkli zamanlarda kolonda tutunmasini saglamak iizere hareketli (mobil) fazlar
kullanilir. Ayrimi gergeklestirilmek istenen maddelerin 6zelligine gore en uygun
bilesenlerin mobil faz karisimi kullanilarak (A ve B mobil fazlarin en uygun karisim
oranlar1) bilesenlerin birbirinden ayrilmasi saglanir. Kolonla etkilesimde ve madde
bilesenlerinin birbirinden etkin olarak ayrilmasinda etkili faktorler polarite ve pH’tir.
Mobil fazlarin farkli oranlarda sisteme gonderilmesini saglayan sistem bilesenleri ise
pompalardir. Mobil fazlar gazi giderilerek sisteme hava veya baska gazlarin girmesi

engellenir.

Iyon kaynaklar1 maddelerin vakum altinda ¢Oziicliden uzaklastirildig1 ve yapisina gore
yik kazandirildigi boliimdiir. Maddenin polaritesine gore elektrosprey (ESI) ya da
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kaynaklar1 kullanilmaktadir. Bazi
maddeler bu iki kaynakta da iyonlasabilmektedir. Bu kisimda maddelerin vakum altinda
etkin olarak buharlastirilabilmesi i¢in akis 0,2-2 mL/dk araliginda siirlandiriimstir.
Diisiik akislarda, analit kayb1 gozlenirken yiiksek akista maddenin gaz haline gecmesi
engellenmektedir.

Kiitle analizorleri maddelerin m/z oranlarina gore ayrilmasini saglamak iizere
tasarlanmis manyetik ylizeye sahip iletkenlikleri yiiksek ve metal asginmasina dayanikli
yiizeylerdir. Bu yiizeyler iizerine sirasiyla ya da birlikte RF (Radyo Frekans) ve DC
(Dogrusal Akim) voltajlart uygulanir. Bu da analizi istenen molekiillerin hizin1 ve

yorlingesini ayarlamaktadir. Sekil 2.7.’de temel kiitle analizor bilesenleri gosterilmistir.
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r Orifice Parcalanma Hiicresi

Dedektor

Sekil 2.7. Tandem Kiitle Spektrometresi Genel Gorinimi (http://www.rsc.org 2015)

Giris kuadrupoliinde (Q1) analizi hedeflenen yiikli ana madde secilir. Bu madde
parcalanma hiicresi (Q2) olarak isimlendirilen ikinci kuadrupolde azot gazi altinda
parcalanir ve fragmentlerine ayrilir. Bu fragmentler ii¢lincii kuadrupolde (Q3) ayni hiza

getirilir ve detektore yollanirlar.

LC-MS/MS sisteminde metodun gelistirilmesindeki en Onemli basamaklar; analizi
yapilacak maddenin O6zelliklerinin tanimlanmasi, maddelerin cihaz  Gzerinde
optimizasyonu, maddeye O6zgili fragmentlerin belirlenmesi, maddenin yapisina uygun
analitik kolonun belirlenmesi, kolon iizerindeki akis ve sicaklik parametrelerin

belirlenmesinden olugsmaktadir.

21



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Adli Tip Kurumu Bursa Grup Baskanhigi Kimya Ihtisas Dairesi

Enstriimantal Analiz ve Arastirma Laboratuarinda yapilmistir.

3.1. Materyal
Buzdolab1 Ugur marka
Cam ve plastik deney tiipleri Isolab marka
Derin Dondurucu LIEBHERR marka
Hassas Terazi Mettler Toledo marka
Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2,7um
Kolon 4,6 x 150 mm
Kitle (MS/MS) Sistem Agilent 6460 Triple Quad LC/MS
Sivi (LC) Sistem Agilent 1290 Infinity
Mikro Pipetler Eppendorf
Santrifuj Universal 320
SPE kartusu Oasis HLB 3 cc (60mg)
SPE manifoldu UCT marka
Ultrasonik Banyo Intersonik marka
Vorteks Velp marka
Yazilim MassHunter Workstation Software B.06.00

0,22 um 13 mm PTFE filtre =~ Agela Technologies marka

Dispenser cihazi Hamilton marka
Azot Evaporatoru Teknosem marka

3.2. Kimyasal Maddeler ve Coztictler

Amonyum asetat Sigma Aldrich
Etil Asetat Sigma Aldrich
Ur-144 standardi Cayman
Ur-144 N-(5-hidroksibiitil) standard1 Cayman
Ur-144 N-pentanoik asit standardi Cayman
Metanol Merck
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THC-COOH-d3(IS) Lipomed
Ultra saf su ELGA

3.2.1 Cozeltiler

a) I¢ Standart (IS) cozeltileri:

Stok IS (10 pg/mL) cozeltisi: 1mg/mL’lik THC-COOH-d3 ¢ozeltisinden 1 mL alinip
metanol ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
Ara Stok IS (20 ng/mL) ¢ozeltisi: Stok i¢ standart ¢dzeltisinden 20 pL alinip metanol

ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

b) UR-144, UR-144 N-pentanoic acid ve UR-144 N-(5-hydroxypentyl) standart

cozeltileri:

Ana stok ¢ozeltisi (100 pg/mL) hazirlamak i¢in: 5 mg standart UR-144, UR-144 N-
pentanoic acid ve UR-144 N-(5-hydroxypentyl) 50 mL metanolde ¢ozuldu.

Ara stok ¢ozeltisi (1 pg/mL) hazirlamak i¢in: Ana ¢ozeltiden 1 mL alinip
metanol ile 100 mL ye tamamlanmustir.

Idrar standart ilaveli (spiked) 6rneklerinin hazirlanmast igin:

Idrar standart ilaveli drneklerine eklenecek 0,1; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250;
500 ng/mL derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmustir:

500 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 2 mL’ye
tamamlanmaistir.

250 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢Ozeltiden 0,25 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlanmugtir.

100 ng/mL standart ¢ozelti: Ara stok ¢ozeltiden 0,1 mL alinip metanol ile 1
mL’ye tamamlanmistir.

50 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢6zeltiden 1 mL alinip metanol ile 2
mL’ye tamamlanmistir.

25 ng/mL standart ¢Ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0,25 mL alinip metanol ile

1 mL’ye tamamlanmistir.
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10 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 1 mL alinip metanol ile 10
mL’ye tamamlanmistir.

5 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0,5 mL alinip metanol ile
20mL’ye tamamlanmaistir.

2,5 ng/mL standart ¢0zelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0,25 mL alinip metanol ile
20 mL’ye tamamlanmustir.

1 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢ozeltiden 0,1 mL alinip metanol ile 10
mL’ye tamamlanmustir.

0,1 ng/mL standart ¢ozelti: 100 ng/mL’lik ¢dzeltiden 0,01 mL alinip metanol ile
10 mL’ye tamamlanmustir.

Tim standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmis ve kullanilana dek +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

c) Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozeltiler:

% 5°1lik metanol suda (v/v) ¢ozeltisi: Yiiksek saflikta metanolden 5 mL alinarak LC/MS
analizine uygun saflikta saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Cozeltiler, numunelerin

hazirlandig1 giinde taze olarak hazirlanmistir.

d) Mobil Fazlarin Hazirlanmasi:

Mobil fazlarin hazirlanabilmesi i¢in 2 M Amonyum asetat ¢ozeltisi hazirlanmistir.

2 M Amonyum asetat ¢Ozeltisi: %99 saflikta amonyum asetattan 0,154 g tartilarak, saf
su ile 1 mL’ye tamamlanmustir.

Mobil Faz A: 2 M amonyum asetat ¢ozeltisinden 1 mL alinarak saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanmaistir.

Mobil Faz B: Yiiksek saflikta metanol.

Mobil fazlar her analizden Once taze hazirlanmistir ve 10 dk ultrasonik banyoda

bekletilerek gazi uzaklastirildiktan sonra kullanilmistir.
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3.3 Biyolojik Ornekler

Idrar 6rnekleri uyusturucu kullanim siiphesi olmayan géniilliilerden alinmis ve analize

dek +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.4 idrar Orneklerin Hazirlanmasi

Bu 6rneklerin hazirlanmasinda dairemizde sentetik kannabinoidlerin analizi i¢in 6zel
olarak gelistirilmis kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanilmustir.

Standart ilaveli yapilacak orneklerden 0,8 mL alinarak iizerine 100 uL IS (20 ng/mL)
ile 100 pL istenen derisimde standart ¢ozelti karisimi eklenmistir. 1 mL hacimdeki bu
karisim Uzerine 3 mL saf su eklenerek ¢alisilacak 6rnek hacmi 4 mL’ye tamamlanmuistir.
Ornek vorteks yardimi ile 1 dk karistirildiktan sonra 10 dk siire ile 4000 rpm’de
santrifiij edilmistir.

Oasis HLB kartusu eklenme sirasina gére 2 mL metanol, 2 mL etilasetat ve 2 mL saf su
ile sartlandirilmistir. Ornek kartustan yaklasik 2 mL/dk hizla gecirilmistir. HLB Kartus
3 mL %5’lik metanol suda (v/v) ile yikandiktan sonra 20 dk sure ile kartuslar vakum
altinda kurutulmustur. Styirma 1 mL metanol ve 1 mL etil asetatla yapilmistir. Toplanan
fraksiyon azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulmustur. 1 mL metilalkol ile ¢oziilerek
0,22 pm filtreden gecirilmis ve uygun cam siseye alinarak analize hazir hale
getirilmistir.

Matriks kor olarak kullanilacak 6rneklerden 0,9 mL alinarak iizerine 100uL IS (20
ng/mL) eklenmistir. Hazirlanan 1 mL 6rnek (izerine 3 mL saf su eklenerek toplam 6rnek
hacmi 4 mL’ye tamamlanmustir. Ornek vorteks yardimu ile 1 dk karistirildiktan sonra 10
dk siire ile 4000 rpm’de santrifiij edilmis ve yukarida standart ilaveli drnekler icin
aciklanmis yontem uygulanarak analize hazir hale getirilmistir.

Orneklerin hazirlanmas basitce Sekil 3.1.’de 6zetlenmistir.
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2mL Metilalkol idrar 3mL %5 0.5mL Metilalkol (2 defa)

2mL Etilasetat 0,1mL IS Metilalkol (v/v) 0.5mL Etilasetat (2 defa)
2mL Saf su 3mL Saf su
v

1
|
L !
I
|

_l_ _?.1 l_

N

v 4
&
Sartlandirma Yikleme Yikama Siyirma
Sekil 3.1. idrar 6rneklerinin ekstraksiyon basamaklari
3.5 LC-MS/MS Sistemi Calisma Sartlari
3.5.1 Siv1 Sistem Ozellikleri
Akis hiz 0,75 mL/dk
Analiz suresi 10 dk
Enjeksiyon hacmi 5uL
Kolon firin1 sicaklig 40 °C
Hareketli Faz A 2 mM Amonyum asetat (Suda)
Hareketli Faz B Metanol

Cizelge 3.1.’de UPLC iizerinde uygulanan akis diyagrami gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. LC-MS/MS ¢alisma kosullari

Basamaklar Zaman Akis Hareketli Hareketli
(d) (mL/dk) Faz A(%) Faz B(%)

1 0,00 0,75 30 70

2 1 0,75 30 70

3 35 0,75 20 80

4 5 0,75 5 95

5 7 0,75 5 95

6 7,01 0,75 30 70

! 10 0,75 30 70

3.5.2 MS/MS Sistem Ozellikleri

Gaz sicakligr (°C) 300
Gaz akis1 (L/dK) 10
Sislestirici (psi) 45
Koruyucu gaz 1s1s1(°C) 350
Koruyucu gaz akisi(L/dk) 11
Kapiler (V) 3500
Perdeleme gazi Azot
Iyon kaynag: AJS ESI
Hedef iyon tarama zamani 500ms

Cizelge 3.2 de UR-144 ve metabolitlerine ait MS/MS metot degerleri verilmistir.

Cizelge 3.2. UR-144, Metabolitleri ve IS igin infiizyon sonrasi belirlenmis Molekiiler iyon,
Prekiirsor Iyon, Frag (V), CE (V), Cell Acc (V), CXP (V) ve RT (min) degerleri.

Frag CE Cell Acc CXP RT
Bilesik Gegisler ]

V) V) V) V) (min)
UR-144 311,4>214/125/55,2 137 24/20/44 4 10/8/12 7,8
UR-144 N-pentanoik asit 341,5>125/97,1/55,2 110  20/32/56 4 10/8/8 4,1
UR-144 N-(5-hidroksipentil) 327,5>125/97,1/55,2 131 20/32/44 4 8/10/8 6,2
IS (A9-THC-COOH-d3) 348,2>330,2/302,2/196,1 150 10/20/20 3 16/12/4 6,3
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UR-144, UR-144 N-pentanoik asit, UR-144 N-(5-hidroksipentil) ve THC-COOH-d3
standartlarinin infiizyonu ile elde edilen parcalanma kiitle spektrumlari sirasiyla Sekil

3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4., Sekil 3.5., de verilmistir.

+ MRM (7,694-7,995 min, 24 scans) (312,0 -> *...
x10 6 125,0

Sayimlar

55,2

2- 214,0

1 312,0

0’ T T T T T T ‘

50 100 150 200 250 300
Kiitle/Yik orani (m/z)

Sekil 3.2. infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis UR-144 maddesine ait infiizyon
spektrumu

+ MRM (3,989-4,189 min, 16 scans) (342,0 -> *...
x10 6 | 125,0

Sayimlar
T

55,2

14 97,1 342.0
07 T ‘\ T T T T T
50 100 150 200 250 300 350

Kiitle/Yiik orani (m/z)

Sekil 3.3. infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis UR-144 N-pentanoic acid
maddesine ait inflizyon spektrumu
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+ MRM (6,104-6,263 min, 13 scans) (328,0 -> *..
x10 7- 125,0
1,
0,8-
0,6-
0.4 55,2
0,2- 328,0
0- | .

50 100 150 200 250 300
Kiitle/Yiik oran1  (M/2)

Savimlar

Sekil 3.4. infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis UR-144 N-(5-hydroxypentyl)
maddesine ait inflizyon spektrumu

+ MRM (6,192-6,434 min, 20 scans) (348,2 -> **) ur1..
x10 6+ 330,2
2,
1,75+ 302,2
1,54
1,25+
1
0,75+
0,54 196,1
0,25- 348,2
0- T T T T T T T T ‘
200 220 240 260 280 300 320 340
(m/z)

Sayimlar

Kiitle/yiik orani

Sekil 3.5. infiizyon sirasinda molekiiler iyondan elde edilmis THC-COOH-D3 maddesine ait
infizyon spektrumu

3.6 Validasyon (Gegerlilik) Calismalari

Uygulanan yontemin validasyonu, FDA (Amerikan Gida ve ilag Uygulamalar)
tarafindan verilen Biyoanalitik Metot Validasyonu Rehberine uygun sekilde ve diger
uluslar  aras1  validasyon rehberlerine uygun olarak  gergeklestirilmistir.

(http://www.fda.gov 2015). Segicilik, Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi, GOzlenebilme
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siir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ), Geri kazanim, Kesinlik ve Kararlilik parametreleri

incelenmistir.
3.6.1 Secicilik Calismalari

Idrar drnekleri biyolojik matriksten kaynaklanabilecek olas1 tiim girisimler igin 10’ar
(n>6) kez drneklenerek LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Spektrumlarda UR-144, UR-
144 N-pentanoic acid ve UR-144 N-(5-hydroxypentyl) maddeler i¢in belirlenmis

spesifik alikonma zamanlarinda herhangi bir pik olup olmadig1 incelenmistir.
3.6.2 Dogrusallik ve Kalibrasyon Grafigi

Validasyonu yapilan metodun dogru sonug¢ verdigi aralik belirlenmistir. Idrar
orneklerine standart cozeltilerden 0,1-1-2,5-5-10-25-50-100 ng/mL  derisimler
saglanacak sekilde ilave edilerek BOlUm 3.4.” de anlatildigi sekilde ¢alismaya devam
edilmistir. Her bir derisim basamagi i¢in birbirinden bagimsiz ikiser idrar 6rneginin
ekstraksiyonu yapilmistir. Her bir analit icin elde edilen alan ile IS arasinda dogrusal
bir grafik cizilmis ve denklem yazilim tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir.

Validasyon Rehberine gore korelasyon katsayist >0,99 olmalidir.

3.6.3 Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Dedektor tarafindan tespit edilen en kiiglik sinyalin matriks tarafindan olusturulan
giiriiltiiden (noise) ayirt edilebildigi en diisiik miktar o maddenin gézlenebilme siniridir.
Ek olarak analiz edilen madde ile ilgili en diisik dogru madde miktarinin
hesaplanabildigi konsantrasyon degeri de o maddenin tayin alt siniridir.

Teshis ve tayin alt sinir1 degerleri;

LOD= Xbl + 3 Shl

LOQ= Xbl + 10 Shl

Xbl = Analitsiz 6l¢iimlerinin ortalamasi

Sbl = Analitsiz 6l¢ilimlerinin standart sapmasi,

Esitliklerinden yararlanilarak hesaplanmustir.
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3.6.4 Geri Kazanim

Geri kazanim, matriks etkisi ve proses etkinligi degerlerinin hesaplanmalari
Matuszewski ve ark. tarafindan Kosullara uygun olarak yapilmistir. Geri kazanim,
matriks etkisi ve proses etkinligi degerlerinin hesaplanmalar1 i¢in; Diisiik (1 ng/mL),
Orta (10 ng/mL) ve Yiksek (50 ng/mL) derisimlerde UR-144, UR-144 N-pentanoik asit
ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) standart ¢ozeltileri ile yapilan 6lgiimler (A), kor idrar
orneklerinin  ekstraksiyonu sonrasi eluata 1 ng/mL, 10 ng/mL ve 50 ng/mL
derisimlerinde UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil)
standartlarinin eklenmesiyle olusan ¢ozeltilerde yapilan 6lglimler (B) ve son olarak
ekstraksiyon islemi basinda son derisimler 1 ng/mL, 10 ng/mL ve 50 ng/mL olacak
sekilde standart ilavesi yapilarak hazirlanan kan ve idrar Ornekleriyle yapilan
ekstraksiyon islemi sonrasi eluatta yapilan dl¢timler (C) degerlendirildi. Bu c¢aligsmalar
idrar 6rneklerinde 6 bagimsiz tekrarla yapilmistir.

Matriks etkisi, geri kazanim ve proses etkinligi yiizdeleri sirasiyla “B/Ax100, C/Bx100,
C/Ax100” formiilleri kullanilarak hesaplanmaistir.

3.6.5 Kaesinlik

Kesinlik parametresi calismalar1 giin ici (tekrarlanabilirlik) ve giinler arasi (yeniden
tiretilebilirlik) olarak diisiik, orta ve yiiksek olmak Uzere ti¢ farkli derisimde (1 ng/mL,
10 ng/mL, 50 ng/mL) standart eklenmis orneklerle ve her derisim igin on tekrar olacak
sekilde uygulanmustir.

3.6.6 Kararhhk

UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) maddelerinin
metanol ve biyolojik matriksler igindeki kararliligi; oda sicakligi, +4° C ve -20 °C
sicakliklarinda 20 giin boyunca izlenmistir. Olgiim alinacak zaman dilimlerinde, taze

hazirlanan standartlardaki alan degisimleri karsilagtirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Metot Validasyonu
4.1.1. Segicilik

Bolim 3.4 ve 3.6.1.°de belirtildigi sekilde calisilarak elde edilen kromatogramlarda,
UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) maddeleri icin
belirlenen alikonma zamanlarinda idrar numunelerinde higbir girisim tespit
edilmemistir.

UR-144, metabolitleri UR-144 N-Pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in sivi
kromatografisi ile gergeklestirilen analiz sonuglarina ait kromatogramlar orijinal idrar
ornegi ve IS ilave edilerek incelenmis ve 10 ng/mL’lik derisimlerde standart ilave
edilmigtir. Orijinal idrar Ornegine ait kromatogram Sekil 4.1.’de verilmistir. Sekil
4.2.°de ise orijinal idrar 6rnegine 10 ng/mL derisim diizeyinde UR-144, UR-144 N-
Pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) metabolitlerinin ilavesindeki
kromatogram gorulmektedir.

x10 2 |+ TIC MRM CF=0,000 DF=0,000 (** -> **) idrar blank-1b.d
1 1

Bagil Bolluk
-

o 1~

38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82

Edinme zamani (dk)

Sekil 4.1. Orijinal idrar 6rnegine ait kromatogram
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x10 2 |+ TIC MRM CF=0,000 DF=0,000 (** -> **) ur144-ga-1(10ngml)-1.d

1

~ 14

=

2

— 0,84

00

©

o
0,6
0,4+
0,24

0

THC-COOH-D3

uR-lM N-(5-hidroksipentil)

> UR-144 N-Pentanoik asit

UR-144

o

Sekil 4.2. 10 ng/mL UR-144, UR-144 N-Pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil)

38

4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8

Edinme zamani (dk)

ilave edilmis idrar 6rnegine ait kromatogram

Orijinal idrar orneginde UR-144’tin edinme zamanindaki UR-144’¢ ait MRM
spektrumu Sekil 4.3.’de verilmistir. Sekil 4.4.’de ise orijinal idrar 6rnegine 2.5 ng/mL
derisim diizeyinde UR-144 ilavesinde, edinme zamanindaki UR-144’¢ ait MRM

spektrumu gortlmektedir.

312,0 -> 125,0,312,0 -> 214,0 ,312,0 -> 55,2

Bagl Bolluk (%)

103

3

-| Ratio =

Ratio =

v\ [\

N
o
|

o -
a = a N
! ! ! !

74 7.5 7.6 7.7 7.8 7.9 8 81 82

Edinme zamani (dk)

Sekil 4.3. Orijinal idrarda UR-144'in MRM spektrumu
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312,00 - = 125,00 , 312,00 - = 214,00 , 312,00 -= ¢

x10 2 | Ratio = 32,0 (99,6 26)
Ratio = 45,9 (111.,4 26)

Bagil Bolluk (%)

000000000
a
|

7.4 7.6 7.8 s 8.2
Edinme zamani (dk)

Sekil 4.4. 2.5 ng/mL UR-144 ilave edilmis idrarda UR-144'in MRM
spektrumu

Orijinal idrar 6rneginde UR-144 N-Pentanoik asit’in edinme zamanindaki UR-144 N-
Pentanoik asit’e ait MRM spektrumu Sekil 4.5.’de verilmistir. Sekil 4.6.’de ise orijinal
idrar 6rnegine 2.5 ng/mL derisim diizeyinde UR-144 N-Pentanoik asit ilavesinde, edinme

zamanindaki UR-144 N-Pentanoik asit’e ait MRM spektrumu gorilmektedir.

342,0 -> 125,0 , 342,0 -> 97,1 , 342,0 -> 55,2
x10 4| Ratio = 192,5 (1516,1 %)
atio =

Bagil Bolluk (%)

37 3.8 3.9 4 41 42 4.3 4.4 4.5

Edinme zamani (dk)

Sekil 4.5. Orijinal idrarda UR-144 N-Pentanoik asit’e ait MRM spektrumlari
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342,0 -= 125,00 , 342,0 - = 97,1 , 342,00 -= 5¢

x10 27 Ratio
Ratio

12,9 (101,8 %)
35,1 (101,5 2%)

Bagil Bolluk (%)

000000000

3.8 a a2 a.a

Edinme zamani (dk)

Sekil 4.6. 2.5 ng/mL UR-144 ilave edilmis idrarda UR-144 N-Pentanoik asit’e
ait MRM spektrumlari

Orijinal idrar 6rneginde UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in edinme zamanindaki UR-144
N-(5-hidroksipentil)’e ait MRM spektrumu Sekil 4.7.’de verilmistir. Sekil 4.8.’de ise
orijinal idrar ornegine 2.5 ng/mL derisim diizeyinde UR-144 N-(5-hidroksipentil)
ilavesinde, edinme zamanindaki UR-144 N-(5-hidroksipentil)’e ait MRM spektrumu

gorulmektedir.

328,0 -> 125,0, 328,0 -> 97,1 , 328,0 -> 55,2
x10 4 | Ratio =
1,17 Ratio = 368,2 (1649,9 %)

14
0,9
0,8+
0,7
0,6

Bagil Bolluk (%)

0,5 /

“/
0,4 /
0,3
0,2
0,14

58 59 6 61 62 63 64 65 66

Edinme zamani (dk)

Sekil 4.7. Orijinal idrarda UR-144 N-(5- hidroksipentil)’e ait MRM spektrumlari
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328,00 -= 125,00 , 328,0 -= 97,1 , 328,0 -= 5¢

~ x10 2 | Ratio 11,1 (100,33 2%6)
Ratio = 21,8 (98,1 %)

< 1,1
S
1 —
!
= 0,9
Cg 0,8
B 0,7 -
<
m 0,6 —
0,5
0,4 —|
0,3
0,2
o,1 -
o |— — _
-0,1 —

5.8 - - - - - -
Edinme zamani (dk)

Sekil 4.8. 2.5 ng/mL UR-144 N-(5- hidroksipentil) ilave edilmis idrarda UR-144
N-(5- hidroksipentil)’e ait MRM spektrumlari

4.1.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Grafigi

Bolim 3.4 ve 3.6.2.°de belirtildigi sekilde caligilarak elde edilen 6rnekler ile metodun
dogrusal araliginin hesaplanmasinda 0,1- 1- 2,5- 5- 10- 25- 50 ve 100 ng/mL derisimi
saglayacak sekilde hazirlanan 6rneklere karsilik gelen pik alani ile IS pik alani arasinda
grafik ¢izilmistir. Sekiz farkli derisimden her birinde iki 6l¢lim yapilmistir. Sekil 4-9,
Sekil 4.10, Sekil 4.11°de sirasiyla UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-
hidroksipentil) maddeleri i¢in idrarda ¢izilmis olan kalibrasyon grafikleri gorilmektedir.

ur-144 - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, O QCs
2,4-] y=0,022414 * x - 0,035537

R”"2 = 0,99578390

2,2+ Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

nses

2 |
1,8
1,6
1,4

Bagil Bolluk

[ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Relative Concentration

Dericim

Sekil 4.9. Idrarda UR-144 maddesi icin kalibrasyon grafigi.
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ur-144 n-pentanoic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, O QCs
Yy = 0,025023 * x - 0,024070

2,64 R"2 = 0,99794282

2.4 ] Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Bagil Bolluk
h

o 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100
Derisim
Sekil 4.10. idrarda UR-144 N-pentanoik asit maddesi icin kalibrasyon grafigi.

ur-144 5-OH-pentyl - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, O QCs
5] Y= 0,047647 * x - 0,037712
7 R*"2 =0,99877313

45 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Bagil Bolluk
+

o io0 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Derisim

Sekil 4.11. idrarda UR-144 N-(5- hidroksipentil) maddesi igin kalibrasyon grafigi.

UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5- hidroksipentil) maddeleri icin
idrarda c¢izilmis olan kalibrasyon grafiklerinin denklemi, lineer dinamik araligi ve
korelasyon katsayilar1 Cizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.

37



Cizelge 4.1. UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5- hidroksipentil) maddeleri icin
idrarda kalibrasyon grafiklerine ait denklem, dogrusal aralik ve korelasyon katsayilari

Korelasyon
Madde Dogrusal Aralik | Denklem Katsay1s1(r?)
UR-144
0,1-100 ng/mL |y=0,0224x-0,0355 0,995
UR-144
N-pentanoik asit 0,997
0,1-100 ng/mL |y=0,0250x-0,024
UR-144
N-(5-hidroksipentil) 0,998
0,1-100 ng/mL |y=0,0476x-0,037

4.1.3.Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Bolim 3.4 ve 3.6.3.’de belirtildigi sekilde caligilarak elde edilen S/N orani en az 3
sartin1 tagiyan 0,1 ng/mL UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-
hidroksipentil) iceren idrar Ornekleri (n=10) ¢alisilarak LOD ve LOQ degerleri

hesaplanmustir.

Cizelge 4.2 de analiz edilen UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-
hidroksipentil) maddeleri i¢in idrarda elde edilen LOD ve LOQ degerleri verilmistir.

Cizelge 4.2. UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) maddelerinin
idrar 6rnegi i¢in hesaplanan LOD ve LOQ degerleri (n=10)

IDRAR
Madde LOD LOQ
(ng/mL) | (ng/mL)
UR-144 0,05 0,17
UR-144 N-pentanoik asit 0,08 0,26
UR-144 N-(5-hidroksipentil) 0,09 0,31
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4.1.4. Geri Kazanim

Bolim 3.4 ve 3.6.4°de belirtildigi sekilde, dogrusal aralik i¢inde bulunan en diisiik, orta

ve en yiksek derisimlerde yapilan g¢alismalar sonucunda elde edilen geri kazanim,

matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Idrarda (1, 10 ve 50 ng/mL derisimlerde) geri kazanim, matriks etkisi ve proses

etkinligi degerleri (n=6)

Geri Kazanim | Matriks Etkisi | Proses Etkinligi

Madde (%) (%) (%)
UR-144 90 81 83 (102 82 86 |100 87 92
UR-144 N-pentanoic acid 90 90 96 |105 97 98 |103 101 99
UR-144 N-(5-hydroxypentyl) 85 91 99 | 99 101 99 |100 102 101

4.1.5. Kesinlik

Bolim 3.4 ve 3.6.5’de belirtildigi sekilde ¢alisilarak hesaplanan kesinlik parametresi ve

dogruluk degerleri Cizelge 4.4.”de verilmistir.

Cizelge 4.4. idrarda (1, 10 ve 50 ng/mL derisimlerde) giin ici kesinlik ve dogruluk degerleri

(n=10).
Bilesik Kesinlik (CV, %) Dogruluk (Bias, %)
Gunigi Giinlerarasi Giin Ici Giinlerarsi
UR-144 16 08 19|44 99 77 |43 31 29|33 37 26
UR-144 N-pentanoik asit 09 10 1177 98 97 |47 51 40|42 39 34
UR-144 N-(5-hidroksipentil) | 24 46 26|23 94 99 |23 24 26|19 23 21

4.1.6. Kararhhk

Bolum 3.4 ve 3.6.6°de belirtildigi sekilde yapilan kararlilik ¢aligmalarinda metanolde ve

idrar 6rneklerinde -20 °C , +4° C ve oda sicakliginda bekletilmis standartlarin 1, 2, 3, 5

ve 20. giinlerde 6l¢iimii yapilmis ve ayni giin taze hazirlanmis ¢ozeltilerin alanlar ile

karsilastinlmigtir. Orneklerde izlenen aralikta alan degerlerinde anlamli bir alan

degisikligi(> 10) izlenmemistir.
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Cizelge 4.5. UR-144:-20 °C , +4° C ve oda sicakligi’'nda 1 ng/mL, 10 ng/mL ve 50 ng/mL
derigimlerde kararliligin dl¢tilmesi.

% DEGISiM

idrar Metanol
Madde Ad1 | Sicakhk  (°C) | Giin 1 10 50 1 10 50
t1 *D1. | *DI. | *DI | *DI | *D.I | *D.L
t2 *D1. | *DI. | *DI | *DI | *D.I | *D.L
S t3 *D.i | *Di. | *D. | *D.i. | *D.i | *D.L.
t5 *D1. | *DI. | *DI | *D.I | *D.I | *D.L
20 *D1. | *DI. | *DI | *DI | *D.I | *D.L
t1 *D1. | *DI. | *DI | *DI | *D.I | *D.L
3 t2 *D.. | *D.. | *D.0. | *DJ. | *D.1. | *D.IL.
0 < 3 +p.i. | *D.i | *pi. | *n.i. | *Di. | *DiL
> t5 *D1. | *D.A. | *D.I. | *D.I. | *D.I. | *D.L
t20 *DI. | *Di. | *D.A. | *D.A. | *D.. | *D..
5 t1 *DI. | *DI. | *DA. | *D.0. | *Di. | *D.L
= 2 *D.i. | *Di. | *D.L | *D.i. | *D.i. | *D.I.
& 13 *D.I. | *D.I | *D.L | *D.A. | *D.0. | *D.i.
3 6 |*Di.| *Di. | *Di | *Di | *D. | *D.L.
t20 *DI. | *D.i. | *Di. | *D.0. | *D.0. | *D..

*D.1.:Degisiklik izlenmedi.

Cizelge 4.6. UR-144 N-pentanoik asit: -20 °C , +4° C ve oda sicakligi’nda 1 ng/mL, 10 ng/mL
ve 50 ng/mL derisimlerde kararliligin 6lgiilmesi.

% DEGISiM

idrar Metanol
Madde Adi | Sicakhk (°C) | Giin 1 10 50 1 10 50
t1 *Di. | *D. | *DI. | *D1. | *D.1. | *D.1.
t2 *D. | *DJ. | *D.0. | *D.. | *D.A0. | *D.1
§ 8 | *Di | *Di | *Di | *Di | *DAL | *D.L.
t5 *DI. | *D. | *D.0. | *D.. | *D.0. | *D.1
Z 120 *Di | *Di. | *Di. | *Di | *D.i | *Dl.
= tl *D.0. | *D.. | *DJd. | *D.d. | *D.0. | *D.L.
é t2 *D0. | *DJ. | *D.0. | *D.. | *D.A0. | *D.1
8 ~ t3 *Di. | *D.I. | *Di. | *Di. | *D.. | *D.L.
gzrr t5 *D0. | *DJ. | *D.0. | *D.. | *D.A. | *D.1
— . . . . . .
o t20 *DI. | *Di. | *D.0. | *DI. | *Di. | *D..
> = t1 *DA. | *D. | *DA. | *Di. | *D.I. | *D.I.
= t2 *D.0. | *D.. | *D.0. | *D0. | *D.i. | *D.L.
2 t3 *Di | *Di. | *Di. | *Di. | *D.I | *D.IL
‘83 t5 *Di | *Di | *D.I. | *Di | *Di. | *D.I.
t20 *Di. | *DI. | *Di. | *Di. | *D.0. | *D.I

40



Cizelge 4.7. UR-144 N-(5- hidroksipentil): -20 °C , +4° C ve oda sicakligi’nda Ing/mL, 10
ng/mL ve 50 ng/mL konsantrasyonlarinda kararlili§in 6l¢iilmesi.

% DEGISIM
idrar Metanol
Madde Ad1 | Sicakhik (°C) | Gin 1 10 50 1 10 50

t1 *DJ. | *D.A. | *D.0. | *DA. | *D.0. | *D1.

t2 *DJ. | *DA. | *D.0. | *D.A. | *D.0. | *D1.

S t3 *DJ. | *D.A. | *D.0. | *D.A. | *D.0 | *D1.

. t5 *DA. | *D. | *DI. | *DI. | *D.i. | *D.L
E 20 | *pi. | *Di | *pi | *pi | *D.i | *D.i
g tl *pi. | *pi. | *Di | *Di. | *Di. | *D.L.
g t2 *DJI. | *Di. | *Di. | *Di. | *DI. | *D.L
= ~ t3 *DI. | *D.0. | *DI | *D1. | *D.0. | *DJ.
> t5 *DI. | *DI. | *DI | *Di. | *D.0. | *DJ.
3 20 | *Di. | *Di. | *Di. | *Di. | *Di. | *D.i.
g - t1 *DJ. | *D.. | *D.0. | *DI | *D.I | *D1.
= t2 *DI. | *D0. | *DJ. | *Di. | *DJ. | *D.L

3 t3 *Di | *Di | *Di | *Di | *D.i | *D.i

g 5 *Di | *Di | *Di | *Di | *Di | *D.L

t20 *DI. | *D0. | *DI. | *Di. | *DI. | *D.L
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5.  TARTISMA

Esrar ve benzeri maddeler psikoaktif etkileri nedeniyle dinyada ve (lkemizde
ylizyillardir suiistimal edilmekte ve ciddi sosyal problemler olusturmaktadir. Bu
maddelerin suistimal edilmesini 6nlemek amaciyla alinan tedbirlere ve yasal
diizenlemelere karsin psikoaktif maddelerin imalati1 ve ticareti yillardir popiilaritesini
kaybetmemekte, artmaktadir. Sotrekli yeni psikoaktif maddeler sentezlenmekte ve
yenileri eklenmektedir. Mevcut psikosktif maddelerin etkiledigi reseptorler iizerinde
benzer etkiyi saglayan bu yeni tasarim maddelerin piyasaya arz siireci yasa koyucularin

engelleme ve denetleme siirecinden her zaman bir adim 6ndedir.

Sentetik kannabinoidler, yeni nesil psikoaktif maddelerin 6nemli bir grubunu
olusturmaktadir. Sentetik kannabinoidler ilk kez 1996 yilinda piyasaya ¢ikmislardir. Bu
tarihten itibaren “Spice” < Bonzai’’ ve “K2” gibi isimler altinda pazarlanmaya devam
etmektedir. Sokak kimyacilarinin merdiven alti iirettikleri trlinler pazarlandiktan ve
piyasada isimleri duyulduktan sonra hukuki strec devreye girmektedir. Bu yuzden yasal
olarak engellenene kadar gegen siirede maddeler hedef kitleler tarafindan kullanilmaya

devam etmekte ve yayilmaktadir.

Sentetik kannabinoidlerin iceriginde tespit edilen etken madde, yasa kapsamina alinana

kadar maddenin yerini yeni sentezlenen baska sentetik kannabinoidler almaktadir.

Sentetik kannabinoidler Uretim tarihlerine, piyasaya arz tarihlerine ve yapilarina gére
jenerasyonlar halinde siniflandirilmiglardir. 2009 yilinda JWH 018, JWH 073, JWH
250, CP 47,497 maddeleri yakalanmis ve ilk jenerasyon olarak kabul edilmislerdir.2013
yilinda yasa kapsamima alman UR-144, dordiinci jenarasyon, 2014 Ocak ayimnda
piyasada yer bulan THJ-018 ise yedinci jenerasyondur. 2009 ve 2014 yillar1 arasinda

yuzlerce sentetik kannabinoid sentezlenmis ve diinya ¢apinda pazarlanmistir.

Sentetik kannabinoidlerin sentezlenmesi klasik uyusturuculara nazaran oldukca
kolaydir. Bu yiizden merdivenaltt olarak tabir edilen pek c¢ok laboratuvarda
sentezlenmekte, aseton veya metanol gibi organik ¢oziculerde ¢ozindirildikten sonra
ada cayi, tltsu benzeri bitkisel Grtinler Gzerine spreylenmektedir. Spreyleme islemi

sirasinda etken maddenin bitkisel iiriin lizerinde homojen bir sekilde dagilimi miimkiin
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olmadigindan {iriinler arasinda madde miktar1 agisindan biiylik farkliliklar ortaya
cikmaktadir. Bunun sonucunda ise bitkisel iirlinden ayni miktarda kullanilmasina
ragmen farkli etkiler goriilmekte, toksisite gelisebilmektedir. Uriinlere etken maddeye
ek olarak psikoaktif etkiyi arttirmak ya da yan etkileri maskelemek amaciyla bitkisel
kokenli maddeler ya da ila¢ etken maddeleri de piiskiirtiillmektedir. Bunun yani sira
kannabinoidlerin spreylendigi bitki pargalarinin igeriklerindeki dogal maddeler ile

kalintilarin veya kirliliklerin de toksik etkilerinin olabilecegi goz ardi edilemez.

Sentetik kannabinoidlerin toksik etkileri ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.
Farmakolojik ve psikoaktif etkileri ile ilgili bilgiler gozlemlere ve kullanicilarin
ifadelerine dayanmaktadir. Popiilaritelerinin ve kullanimlarinin giderek artmasi
maddelerin bitkisel Grlinlerde ve biyolojik Orneklerde analiz edilmelerini  zorunlu
kilmaktadir. Yarilanma siirelerinin oldukga kisa olmalar1 nedeniyle biyolojik drneklerde
analiz edilebilmeleri icin metabolitlerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu maddelerin,
klasik uyusturucularin aksine immunoassay yontemlerle tespit edilmesi oldukga zordur.
Sentezlenen ve pazarlanan yizlerce maddeden ¢ok kiiciik bir kismi immunoassay
yontemi ile tespit edilmektedir. Ancak yontemin maddeye 0zgl olmamasi ¢ok fazla
yanlig pozitif sonuglara yol agmaktadir. Bu nedenle tayin sinir1 diisiik, hizli ve segici

metotlarin gelistirilmesi oldukc¢a 6nemlidir.

Sentetik kannabinoidlerden UR-144 ilk olarak 2006 yilinda Abbott laboratuari
tarafindan sentezlenen bir sentetik kannabinoiddir. Tirkiye’de ilk kez 2013 yilinda
yakalanmistir. UR-144 ile ilgili ilk aragtirmalar maddenin bitkisel igeriklerde tespiti
Uzerine yogunlasmistir. Bu c¢alismalarda LC ve GC sistemlerleri tercih edilmis,

yontemlere yardimci olmak amaciyla LC-MS/MS ve NMR sistemleri kullanilmustir.

UR-144 kullaniminin ve etkisi altinda suga karigma ihtimalinin incelenmesi amaciyla
maddenin biyolojik drneklerde aranabilmesi i¢in analitik metotlar gelistirilmistir. UR-
144 ve metabolitlerinin idrarda tayini ile ilgili yapilan calismalar oldukga sinirlidir.
Tespit sinir, segicilik, hiz ve maliyet gibi parametreler de gz oniine alinarak genelde

LC sistemler tercih edilmistir (Scheidweiler ve Huestis 2014).
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Bu galismada UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in
idrarda tayinleri ic¢in kati-faz ekstraksiyonu ve LC-MS/MS yonteminin kullanildig:

tespit st diisiik, segici, hizli ve ekomik bir metot gelistirilmistir.

Calismada ilk olarak segicilik parametresi aragtirilmistir. Standart eklenmemis idrar
orneklerinin ekstraksiyonu yapilarak maddelerin belirlenmis edinme zamanlarindaki

olas1 girisimler incelenmis, herhangi bir girisim saptanmamuistir.

Scheidweiler ve Huestis (2014) yaptiklar1 ¢alismada, idrarda UR-144 N-pentanoik asit
ve UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in kat1 faz ekstraksiyonuyla LC-MS/MS ile yapilan

analizlerinde bulunan LOD degerleri 0,2 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Piotr ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, idrarda UR-144’lin kat1 faz ekstraksiyonuyla
LC-MS/MS ile yapilan analizlerinde bulunan LOD degerleri 0,15 ng/mL, LOQ degeri
0,5ng/mL olarak tespit edilmistir.

Yapilan c¢alismada, idrarda LOD degeri UR-144 icin (0,05 ng/mL), UR-144 N-
pentanoik asit icin, ( 0,08 ng/mL), UR-144 N-(5-hidroksipentil) icin ( 0,09 ng/mL)
olarak tespit edilmistir. LOQ degerleri ise UR-144 icin (0,17 ng/mL), UR-144 N-
pentanoik asit icin, ( 0,26 ng/mL), UR-144 N-(5-hidroksipentil) icin ( 0,31 ng/mL)

olarak tespit edilmistir.

Poklis ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada fareleri sentetik kannabinoid maddesine (JWH-
073) maruz birakarak kandaki konsantrasyonlari1 LC-MS/MS ile izlenmisler ve
yartlanma Omriiniin esrardan daha kisa oldugunu gérmiislerdir. Buna ek olarak 20 saat
sonra yapilan Ol¢iimlerde beyin dokusunda sentetik kannabinoide (JWH-073)
rastlanmamustir  (Poklis ve ark. 2012). Maddenin kisa siirede metabolize olmasi
biyolojik oOrneklerde tespit edilmesini zorlagtirmaktadir. Bu yiizden analizlerde
maddenin faz I ve faz II metabolitlerinin de aranmasi ¢ok 6nemlidir. Calismamizda
gelistirilen yontem ile UR-144 maddesinin idrarda UR-144 N-pentanoik asit ve UR-
144 N-(5-hidroksipentil) metabolitleri ile birlikte daha glvenilir ve kesin olarak tayini

yapilabilmektedir.

Yapilmis olan ¢aligmalarda; UR-144 ile metabolitleri olan UR-144 N-pentanoik asit ve
UR-144 N-(5-hidroksipentil)’in idrarda LC-MS/MS ile yapilmis olan analizlerinde
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metabolitler i¢in bulunan LOD degerleri 0,15 ng/mL ile 0,09 ng/mL arasinda. Bu
calismada UR-144 ve metabolitleri i¢in tespit edilmis olan LOD degerleri (0,05-0,09
ng/mL) ve LOQ degerleri (0,17-0,31 ng/mL). Idrarda yapilmus olan diger calismalar ile

uyumludur.

UR-144, UR-144 N-pentanoik asit ve UR-144 N-(5-hidroksipentil) maddelerine ait
idrarda olusturulmus kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 (R2) degerleri 0,995-
0,998 arasinda degismektedir ve ideal korelasyon katsayisi degeri olan 1’e oldukca

yakindir. Dogrusal aralik degeri tiim analitler i¢in 0,1-100 ng/mL’dir.

Idrar igin ortalama geri kazamm degerleri %81 - %99 araliginda degismektedir. Bu
maddeler icin matriks etkisi ve proses etkinligi degerleri de Ol¢lilmistiir. Giin igi ve
giinler aras1 tekrarlanabilirlik calismalarinda CV degerleri %10°dan kiigiik
bulunmustur. Idrar ve metanolde yapilan kararlilik calismalarinda standart eklenen
orneklerde ve standartlar1 taze hazirlanan orneklerle yapilan alan karsilagtirmasinda
%10’dan biiyiik bir degisim gbézlenmemistir. Tiim validasyon sonuglari literatiir ve

uluslar arast kabul kriterleri ile uyumludur (http://www.fda.gov 2015).

Bu caligma UR-144 ve metabolitlerinin idrarda analiz edildigi bir ¢alismadir. Belirsizlik
degerleri diisiik, dogrusal araligi genis, geri kazanim degerleri yiiksek ve analiz siresi
olduk¢a kisadir. Gelistirilen ve validasyonu yapilan bu yontemin UR-144 ve
metabolitlerinin idrarda Orneklerinin izlenmesinde ve madde kaynakli Oliimlerin
tespitinde faydali olacagi diisliniilmektedir. Ayrica idrar Orneklerinde metabolitlerin

tayin ediliyor olmasi yontemin 6nemli bir avantajidir.
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EK 1 Bakanlar Kurulu Karar1 (25.06.2013 tarih, 28688 sayili Resmi Gazetede
yayimlanan 22.05.2013 tarih, 4827 sayil1)

Sayfa: 12

RESMI GAZETE

25 Haziran 2013 — Say1 : 28688

Karar Savisi : 2013/4827

Ekli listede yer alan maddelerin 2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi

Hakkinda Kanun hiikiimlerine tabi tutulmasi; Saghk Bakanligimmin 8/5/2013 tarihli ve 49977

sayilt yazist Gizerine, adi gegen Kanunun 19 uncu maddesine gore, Bakanlar Kurulu’nca

22/5/2013 tarihinde kararlastirilmistir.

Recep Tayyip ERDOGAN

Bagbakan

B. ARINC A. BABACAN

Basgbakan Yardimeist Basbakan Yardimcisi

S. ERGIN F. SAHIN

Adalet Bakam Aile ve Sosyal Politikalar Bakam

F. CELIK E. BAYRAKTAR

Caligma ve Sosyal Giivenlik Bakani Cevre ve Sehircilik Bakam

T. YILDIZ S. KILIC

Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakani Genglik ve Spor Bakam

M. GULER C.YILMAZ

igisleri Bakam Kalkinma Bakan

C.YILMAZ

Milli Egitim Bakam V.

0. CELIK

Saglik Bakam V.
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Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakam

Kiiltiir ve Turizm Bakam

I. YILMAZ

Milli Savunma Bakani

Abdullah GUL

CUMHURBASKANI

B. ATALAY B. BOZDAG

Basbakan Yardimcist Basgbakan Yardimcist

E. BAGIS N. ERGUN

Avrupa Birligi Bakam Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakam

A. DAVUTOGLU M. Z. CAGLAYAN

Dusisleri Bakani Ekonomi Bakani

M. M. EKER H. YAZICI

Giimriik ve Ticaret Bakam

0. CELIK M. SIMSEK

Maliye Bakam

V. EROGLU

Orman ve Su isleri Bakam

E. BAYRAKTAR

Ulastirma, Denizcilik ve Haberlegme Bakam V.



25 Haziran 2013 — Say1 : 28688 RESMI GAZETE Sayfa : 13

22/5/2013 TARIHLI VE 2013/4827 SAYILI KARARNAMENIN EKi
LISTE

1. 3-(4-hydroxymethylbenzoyl)-1-pentylindole ismi ile = bilinen, 4-
Hydroxymethylphenyl)(1-pentyl-1H-indol-3-yl)methanone),

2. AM-1220 Azepane Isomer ismi ile bilinen, (1-(1-Methylazepan-3-yl)-1H-indol-3-
yl](naphthyl)methanone),

3. AM-1220 kisa ismi ile bilinen, ((R)-(1-((1-methylpiperidin-2-yl)methyl)-1H-indol-3-
yl)(naphthalen-1-yl)methanone),

4. AM-2232 kasa ismi ile bilinen, (5~[3—(1-naphthoyl)-lH-indoLl—yl]pentanenitrile),

5. AM-2233 kisa ismi ile bilinen, (1-[(N-methylpiperidin-2-yl)methyl]-3-(2-

iodobenzoyl)indole),

6. AM-694 chloro tiirevi ismi ile bilinen, 1-[(5-chloropentyl)-1H-indol-3-yl}-(2-
iodophenyl)methanone),

7. AM-694 kisa ismi ile bilinen, (1-[(5-fluoropentyl)-1H-indol-3-yl]-(2-
iodophenyl)methanone, :

8. CP47,497 (C2,C3,C4,C5,C6,C7,C8) homologes ismi ile bilinen, (2-[(1R,38)-3-
hydroxycyclohexyl]- 5-(2-methyloctan-2-yl)phenol) (C2,C3,C4,C5,C6,C7,C8),

9. CRA-13 kisa ismi ile bilinen, (naphthalen-1-yl-(4-pentyloxynaphthalen-1-
yl)methanone),

10. JWH-007 kasa ismi ile bilinen,( 1-pentyl-2-methyl-3-(1-naphthoyl)indole),

11.JWH-018 adamantoyl tiirevi (AB-001) ismi ile bilinen, (1-Pentyl-3-(1-
adamantoyl)indole),

12.JWH-018 N-(5-chloropentyl) tiirevi ismi ile bilinen, ([1-(5-chloropentyl)-1H-indol-3-
yl](naphthalen-1-yl)methanone),

13.JWH-122 Pentenyl tlirevi ismi ile bilinen, (4-methylnaphthalen-1-yl)(1-(pent-4-en-1-
y1)-1H-indol-3-yl)methanone),

14. JWH-182 kasa ismi ile bilinen, (1-pentyl-3-(4-propyl-1-naphthoyl)indole),

15.JWH-22 kisa ismi ile bilinen,  (Naphthalen-1-yl(2-(pent-4-enyl)-1H-indol-3-
yl)methanoﬁe).

16.JWH-250 1-(2-methylene-N-methyl-piperidyl) tirevi ismi ile bilinen, (1-(2-
methylene-N-methylpiperidyl)-3-(2-methoxyphenylacetyl) indole),

17.JWH-251 kisa ismi ile bilinen, (2-(2-methylphenyl)-1-(1-pentyl-1H-indol-3-

yl)methanone),
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18.JWH-307 kisa ismi ile bilinen, (5-(2-fluorophenyl)-1-pentylpyrrol-3-yl)-naphthalen-
1-ylmethanone),

19. JWH-387 kisa ismi ile bilinen, (1-Pentyl-3-(4-bromo-1-naphthoyl)indole),

20. JWH-412 kisa ismi ile bilinen, (1-Pentyl-3-(4-fluoro-1-naphthoyl)indole),

21.MAM-2201 kisa ismi ile bilinen, (1-(5-fluoropentyl)-1H-indol-3-yl)(4-methyl-1-
naphthalenyl)-methanone),

22 Methanandamide kisa ismi- ile bilinen, (5Z,8Z,11Z,14Z)-N-[(1R)-2-hydroxy-1-
methylethyl]icosa-5,8,11,14-tetraenamide),

23. Org“Q?569 kisa ismi ile bilinen, (5-Chloro-3-ethyl-1H-indole-2-carboxylic acid [2-(4-
piperidin-1-yl-phenyl)-ethyl]-amide),

24. Org 27739 kisa ismi ile bilinen, (3-Ethyl-3-fluoro-1H-indole-2-carboxylic acid [2-94-
dimethylamino-phenyl)-ethyl]-amide),

25. Org 29647 kisa ismi ile bilinen, (5-Chloro-3-ethyl-1H-indole-2-carboxylic acid (1-
benzyl-pyrrolidin-3-yl)-amide, 2-enedioic acid salt)

26.RCS-4 ortho isomer ismi ile bilinen, (2-methoxyphenyl)(1-pentyl-1H-indol-3-

yDmethanone),

| 27.RCS-4(C4) kisa ismi ile bilinen, (4-methoxyphenyl-(1-butyl-1h-indol-3-
yl)methanone),

28.UR-144 kisa  ismi ile  bilinen, ((1-pentylindol-3-y1)-(2,2,3,3-

tetramethylcyclopropyl)methanone),

29. WIN 48,098 / Pravadoline ismi ile bilinen, (4-methoxyphenyl)-[2-methyl-1-(2-
morpholin-4-ylethyl)indol-3-yljmethanone),

30.XLR-11 ya da 5FUR-144 kisa isimleri ile bilinen, (1-( 5-fluoropentyl)-1H-indol-3-
y1)(2,2,3,3-tetramethylcyclopropyl)methanone),

31. I-naphyrone kisa ismi ile bilinen, (1-naphthalen-1-yl-2-pyrrolidin-1-yl-pentan-1-
one),

32.3,4-DMMC kisa ismi ile bilinen, (1-(3,4-dimethylphenyl)-2-(methylamino)propan-
1-one),

33.4-EMC kisa ismi ile bilinen, (RS)-2-methylamino-1-(4-ethylphenyl)propane-1-one),

34.4.FMC (flephedrone) kisa ismi ile bilinen, (RS)-1-(4-fluorophenyl)-2-
methylaminopropan-1-one),

35.4-MEC kisa ismi ile bilinen, (2-Ethylamino-1-(4-methylphenyl)-1-propanone),

36.4-MeMABP kisa ismi ile bilinen, (2-(methylamino)-1-(4-methylphenyl)butan-1-

one),
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37.4-MBC (Benzedrone) kisa ismi ile bilinen, (4-methyl-N-benzylcathinone),

38.Buphedrone kisa ismi ile bilinen, (2-(methylamin0)-1-phenylbutan—l-one),

39.MBDB  (Butylone) kisa ismi ile bilinen, (2-methylamino-1-(3,4-
methylenedioxyphenyl)butan-1-one),

40.MDPBP kisa ismi ile bilinen, (3',4"-methylenedioxy-a-pyrrolidinobutyrophenone),

41 MDPPP kisa ismi ile bilinen, (1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-2-(1-pyrrolidinyl)-1-
propanone),

42.MPHP kisa ismi ile bilinen, (R,S-4'-Methyl-alpha-pyrrolidinohexanophenone),

43.Naphyrone kisa ismi ile bilinen, (RS)-1-naphthalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-
one),

44 Pentedrone kisa ismi ile bilinen, ((£)-1-phenyl-2-(methylamino)pentan-1-one),

45 Pentylone  kisa  ismi  ile bilinen, ((x)-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-
(methylamino)pentan-1-one),

46. 0-PBP kisa ismi ile bilinen, ((RS)-1-phenyl-2-(1-pyrrolidinyl)-1-butanone),

47. gC-C kisa ismi ile bilinen, (1-(4-Chloro-2,5-dimethoxyphenyl)-2-aminoethane 1-(4-
(\,hloro-Z,S-dimethoxyphenyl)—Z-ethanamine),

48.2C-D kisa ismi ile bilinen, (1-(2,5-Dimethoxy-4-methylphenyl)-2-aminoethane),

49, 2C-E kisa ismi ile bilinen, (1-(2,5-Dimethoxy-4-ethylphenyl)-2-aminoethane),

50.2C-I kisa ismi ile bilinen, (2,5-Dimethoxy-4-iodophenethylamine)

51.2C-T-2 kisa ismi ile bilinen, (2-[4-(Ethylthio)-2,5-dimethoxyphenyl]ethanamine),

52.2C-T-4 kisa ismi ile bilinen, (2-[4-(Isopropylthio)-2,5-
dimethoxyphenyl]ethanamine),

53.2C-T-7 kisa ismi ile bilinen, (2-[2,5-Dimethoxy-4-(propylthio)phenyl]ethanamine),

54.4-FMA kisa ismi ile bilinen, ((RS)-1-(4-fluorophenyl)-N-methylpropan-2-amine),

55.FMA kisa ismi ile bilinen, (Fluoromethamphetamine)

56.Metoxetamine kisa ismi ile bilinen, ((RS)2-(3-methoxyphenyl)-2-
(ethylamino)cyclohexanone),

57. DBZP kisa ismi ile bilinen, (1,4-Dibenzylpiperazine)

58. 0-CPP kisa ismi ile bilinen, (1-(2-chlorophenyl)piperazine)

59. p-CPP kisa ismi ile bilinen, (1-(4-chlorophenyl)piperazine)

60. 5-MeO-MiPT kisa ismi ile bilinen, (N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]-N-
methylpropan-2-amine)
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EK 2 Egitim ve Bilimsel Arastirma Komiisyonu Karar1

T.C.
ADALET BAKANLIGI
Adli Tip Kurumu Baskanh@

Say1 : 21589509/3Q29 15/12/2015
Konu: Bilimsel Calisma

Saym, Kim. Ergiin KARAOGLU

“Idrarda UR-144 ve metabolitlerinin LC-MS/MS ile tayini” isimli ¢aligma oneriniz
15/12/2015 tarihli Egitim ve Bilimsel Arastirma Komisyonu toplantisinda gbriisiilmiis ve
kabul edilmigtir.

Bilginize rica ederim.

—

—— ’2’) aor Pl
Dog¢.Dr. Yalem BUYUK
Baskan

Adli Tip Kurumu Bagkanligi Cobangesme Mh. Kimiz Sk. No:1 B.Evler/ISTANBUL Tel: 0212 45415 00 Faks: 0212 454 15 05
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