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Onsoz

Lisans egitimim bittikten sonra hemen eyleme doniistiiremesem de i¢imde her zaman
lisanstistii egitim alma istegi vardi. Yiiksek lisans egitimimin hangi alanda ve nerede
olmak istedigim kismi uzun arastirma silirecinden gecti. Bulundugum ildeki tiim
lisansiistii egitim programlarin1 ve igeriklerini arastirarak olusturdugum tabloda
“Bagimlilik Toksikolojisi Yiiksek Lisans Programi” en yiiksek puani aldi ve siirecim
boyle basladi. O zamanlar, bugiinlerin gelecegini bilemesem de simdi gdriiyorum ki
en dogru karar1 almisim. Egitimim sadece ders esnasinda teorik bilgilerle degil,
danisman hocamin odasinda hayata dair sohbet edip c¢ay ictigimde, arastirma
gorevlileri arkadaglarimin bitmek bilmeyen sevgi ve sabirlariyla karsilagtigimda,
rutin analizlerin yapildigr boliimdeki personelin zorunlu olmadigi halde bile iyi
niyetli insancil yardimlarin1 gérdiigiimde de devam etti.

[k baslarda tez déneminde ders olmadig1 icin kopup gitmekten korkarken aslinda bu
yil en verimli yilimin olacagini diisinmemistim. Arastirma konum; ayni zamanda bir
proje oldugu i¢in her adim planlanip, uygulanmaya caligildi. Laboratuvarda gecen
deneysel ¢alismalarim hem ¢ok zevkli hem de ¢ok 6greticiydi.

Bir makalede sOyle yazmis yazar; “Evet, bilimin mutfagi kalabalik, telash, hareketli
ve guiriltiilii olabilir. Ama harika yemekler ortaya ¢ikiyor. Sonunda, onemli olan
yemekler ” (Schatz, 2004).

Tez donemimde yorucu, uzun ve ¢ogu zaman diisiiniilenden fazla efor harcadim
ancak geldigim nokta benim igin son derece doyurucu oldu. Oyle ki bu yolda

yiirimekten ¢ok mutlu oldugumu belirtmek isterim.
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Ozet

HALUSINASYON YAPAN YENI TASARIM PSIKOAKTIF
MADDELERDEN 5-MeO-MiPT’IN IDRARDA TAYININE YONELIiK
KEMOMETRIK YONTEM GELISTIRILMESI
Yeni tasarim maddeler grubundan olan triptaminlerin kullanimu ile ilgili son yillarda
Olim raporlart ve zehirlenme bildirimleri hizli bir artis i¢indedir. Bu maddelerin
gercek icerikleri, akut ve uzun vadeli etkileri ve toksikolojik riskleri ve hatta
bagimlilik potansiyelleri tam olarak bilinmemektedir. Bu c¢alismada triptamin
tirevlerinden olan  5-Metoksi-N-metil-N-izopropiltriptamin  (5-MeO-MiPT)’in
sentetik olarak {retilen idrarda hassas, gilivenilir ve duyarli analizine olanak
saglayacak yontem gelistirilmesi amaglanmistir. 5-MeO-MIPT, sentetik idrar
numunelerinde kati1 faz ekstraksiyon (SPE) metodu ile analiz edilmistir. Kemometrik
tarama tasarimi ig¢in Plackett-Burman tasarimi kullanilmis ve 7 faktér (numune
hacmi, hidroliz maddesi hacmi, hidroliz sicakligi, hidroliz siiresi, sartlandirma hacmi,
yikama hacmi ve eliisyon hacmi) i¢in 8 deney yapilmistir. En etkili ii¢ faktor
belirlenmis ve merkezi kompozit tasarim uygulanmistir. Sonuglar yiizey yanit
metodolojisi ile degerlendirilmis, optimum calisma kosullar1 belirlenmistir. Yontem
secicimliklik, dogrusallik, saptama alt sinir1 (LOD), belirtme alt siir1 (LOQ),
dogruluk, giin i¢i tekrarlanabilirlik, seyrelme tamligi, kararlilik ve taginma etkisi
paramtreleri incelenmistir. Tiim deneyler Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi
(Thermo Finnegan ISQ MS) ile analiz edilmistir. Bu ¢alismada kemometrik tarama
tasarimi sonucunda, en etkili parametreler idrar analizinde 6rnek hacmi, hidroliz
sicakligr ve eliisyon hacmi olarak bulunmustur. Merkezi kompozit tasarim ile bu 3
faktor icin sonuglar sirasiyla 1 ml, 30°C, 3,5 ml olarak belirlenmistir. Optimize
edilen bu yontem ile yapilan validasyon calismalarinda, se¢imlilik, dogrusallik (25-
500 ng/ml), LOD 5,63 ng/ml, LOQ 18,75 ng/ml, dogruluk (%43,01- %101,47), giin-
i¢1 tekrarlanabilirlik (100 ng/ml derisimde 3 paralel, % RSD 4,43), seyreltme tamlig1,
tasinma etkisi ve kararlilik parametreleri calisilmistir. Kisa slirede daha az maliyetli
analizler yapmak ve ayrica en etkili sonuglar1 elde etmek adli toksikolojik analizler
yoniinden oldukc¢a onemlidir. Kemometrik tarama tasarimlart analitik deneylerdeki
faktorlerin belirlenmesinde ayrica az sayida denemeler ile biiylik miktarda bilgi
iiretilmesi ve yanitlarin degiskenler arasindaki etkilesim etkisini degerlendirmesinde

onemli bir role sahiptir.  Analizinin yapilamamasi nedeniyle kullanicilarin
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saptanmasini engelleyen bu maddelerin analizi i¢in gelistirilen toksikolojik analiz
yontemi; saglik kuruluslarinda rutin analize imkan saglayabilecegini 6ngormekteyiz.
Anahtar Kelimeler: 5-MeO-MiPT; Adli Toksikoloji; Gaz kromatografisi-Kiitle

Spektrometresi, Kati-Faz Ekstraksiyonu, Kemometri.
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Abstract

DEVELOPMENT A CHEMOMETRIC METHOD

IN URINE FOR NEW DESIGNER PSYCHOACTIVE HALLUCINATING
SUBSTANCE, 5-MEO-MiPT

Recent years, poisoning and death reports related to the use of tryptamines from the
NPS (New Psychoactive Substances) are found in the literature. Real composition of
these products, their acute and long-term effects and their toxicological risks or even
their addictive potential remain unknown. In the scope of this thesis, the analysis and
optimization of the effects of hydrolysis and solid-liquid extraction processes during
the analysis of 5-MeO-MiPT by GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry).
5-MeO-MiPT was used in synthetic urine samples with solid phase extraction (SPE)
method. For chemometric screenings design, Plackett-Burman were used. 8
experiments were performed for 7 factors (sample volume, hydrolysis agent volume,
hydrolysis temperature, hydrolysis time, conditioning volume, washing volume and
elution volume). The most effective three factors were determined and central
composite design (CCD) was applied and results were evaluated with surface
response methodology. Optimum values were determined and method were validated
for selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ),
accuracy, between intra-day repeatability, stability and carry over. All experiments
were performed by GC-MS. In this study, the most effective parameters were found
sample volume, hydrolysis temperature and elution volume for 5-MeO-MiPT in
urine analysis. Optimum values for these parameters were calculated by surface
response methodology and the results were determined 1 ml, 30°C, 3,5 ml,
respectively. The optimized method was validated for selectivity, linearity (linear
between 25-500 ng/ml), limit of detection (LOD 5,63 ng/ml), limit of quantitation
(LOQ 18,75 ng/ml) accuracy (43,01%-101,47%), between intra-day repeatability (at
100 ng/ml concentration, 3 parallel, 4,43% RSD), stability and carry over
parameters. In a short period of time, it is very important to make less cost analysis
and also to find the most effective results. For this reason, chemometric screening
designs are important for determining factors in analytical experiments also the
generation of large amounts of information from a small number of experiments and
the possibility of evaluating the interaction effect between the variables on the
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response. The toxicological analysis method developed for the analysis of these
substances which prevent the detection of users due to the lack of analysis; health

organizations can provide the possibility of routine analysis.

Keywords; 5-MeO-MiPT, Forensic Toxicology; Gas Chromatography-Mass

Spectrometry, Solid-Phase Extraction, Chemometry.
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Giris
Yasadis1 madde kullanimi ve ilgili problemler tiim diinyada zaman i¢inde degisen
karmagik ve ¢ok yonlii, iilkeler arasinda farkliliklar gosteren bir durum haline
gelmistir. Bu nedenle, bireylere ve toplumlara verilen zararlar1 6nlemek ve
tyilestirmek i¢in gereken cevaplar, zorunlu ve ¢ok cesitlidir. Hali hazirda piyasada
olan yeni tasarim maddeleri kullanan kisilerin saptanmasia yonelik olarak bu
maddelerin tanimlanmasi1 adli toksikoloji laboratuvarlari i¢in 6nemli sorunlarin
basinda gelmektedir. Yeni tasarim maddelerin igerikleri siirekli degistigi ve
laboratuvarlarda analizlerinin zorlugundan dolayi, yeni tasarim maddelerden 5-
Metoksi-N-metil-N-izopropiltriptamin  (5-MeO-MiPT)’in kullanim durumu goz
Oniline biyolojik materyallerde tamamlayici analitik teknikler gelistirilmesi hem

klinik toksikoloji hem de adli toksikoloji agisindan son derece dnemlidir.
1.1. Arastirmanin Problemi

Biyolojik materyallerin ve yeni tasarim maddelerin karmasik yapilar1 nedeniyle
ornek hazirlama asamasindan analiz sonucunun yorumlanmasi asamasina kadar olan
siire¢ bilyilk onem arz etmektedir. Ornek hazirlama tekniklerinin gelistirilmesi
yaninda kullanilacak kimyasallarin, analiz siirelerinin ve deney sayilarinin
azaltilmasma olanak saglayan kemometrik yontemler son yillarda uygulanmaya

baslanmistir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Diinyada son zamanlarda kullanimi artan ve iilkemizde analizi yapilmayan psikoaktif
maddelerden  5-MeO-MiPT’in  idrarda analizi, kemometrik  yontemlerle

optimizasyonunu saglayip, yontemi valide etmektir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

1. 5-MeO-MiPT sentetik idrarda analiz edilebilir.

2. Kemometrik analiz yontemleri 5-MeO-MiPT’in sentetik idrarda analizi igin

yontem optimizasyonunda kullanilabilir.

3. Kromatografik yontemlerle 5-MeO-MiPT in dogru, giivenilir ve hassas tayini

gergeklestirilir.



1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Bu ¢aligmada uygulanan ekstraksiyon yonteminde, 6rnek hacmi, pH, tampon ¢ozelti
hacmi, sicaklik, calkalama hizi ve siiresi, oda sicakligi gibi deney ve ¢alisma
kosullarinin, optimum degerleri ve ekstraksiyon verimine etkisini gérmek ig¢in
kemometrik bir yontem belirlenmis olup, minimum deney sayisi ile tarama
yapilmistir. En etkili olan ekstraksiyon etmenleri tespit edilip 5-MeO-MiPT’in
idrarda analizine iligskin en uygun yontemin Plaket-Burman tarama tasarimi oldugu

varsayilmistir.
1.5. Arastirmanin Sinirhhiklar

Bu calismada gerekli olan tiim kimyasallar uygun saklama kosullarinda olup,
kullanilan tiim ara¢ ve geregler ise laboratuvar prosediirlerine gore kullanilmustir.
Optimizasyon deneylerinde farkli hidroliz sicakliklart siirekli termometrelerle kontrol
edilmistir. Ancak kati- siv1 faz ektraksiyonunda kartusun, sartlama, yiikleme, yikama
ve eliisyon asamalarinda basing degisimleri her zaman ayni olamamigtir. Laboratuvar
ortaminda hazirlanan sentetik idrarda gelistirilen yOntemin gergcek olgulara
uygulanmasi i¢in kullanicilardan alinan idrar 6rnegi bulunamamasi da ¢aligmanin bir

diger kisithligidir.
1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tez calismast kapsaminda yeni tasarim maddelerden 5-MeO-MiPT’in sentetik
olarak iretilen idrarda hassas, giivenilir ve duyarli analizine olanak saglayacak

kemometrik yontem gelistirilmesi amaglanmustir.



Genel Bilgiler

2.1. Yeni tasarim maddeler

Yeni tasarim maddeler, saf formlarda veya preparatlarda bulunur ve genellikle
kontrolii atlamak icin “insan tiiketimi icin degil” olarak etiketlenmektedir. Oyle ki,
YTM, bir¢ok lilkede internet iizerinden veya bazi marketlerde “yasal kafa yapic1”,
“tasarim maddeler”, “arastirma kimyasallar1”, “banyo tuzlar1” bitkisel gidalar” veya
“oda kokular1 gibi farkli isimlerle satilmaktadir (Ayres & Bond, 2012). Yeni tasarim
maddelerin kolay bulunmasi ve ucuz olmasi nedeniyle kullanimi {ilkemizde ve
diinyada giderek artan ve kalici ¢oziimler iiretilmesi gereken bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. YTM, EMCDDA tarafindan kimyasal yapilarina gore 6 ana
gruba ayrilir; Sentetik Katinonlar, Sentetik Kannabinoidler  Fenetilaminler,
Triptaminler, Piperazinler, Diger Grup Maddeler (indanlar, benzodifuranlar,
narkotianaljezikler, kokain tiirevleri, ketamin, and fenisiklidin tiirevleri (EMCDDA,
2015). 6 ana gruptan biri olan triptaminlerin 2009°dan bu yana 16 tiirevi

sentezlenmistir (Grafinger, Hidener, Konig, & Weinmann, 2018).

2.2. Triptaminler

Dogal triptaminler ilk defa 1958 yilinda izole edilmistir (Badham 1984; Wurst ve
digerleri 2002). Bdylece, psikoaktif mantarlar kisa siirede diinya capinda “sihirli
mantarlar” olarak taninmis ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Avrupa ve
Japonya’daki eglence amacli kullanicilar arasinda popiiler olmustur.

Sentezleri, dozlar1 ve yan etkileri TIHKAL kitabinda (Tryptamines: I Have Known
and Loved) (Shulgin ve Shulgin 1997) anlatilmistir. Giiniimiizde tiiketilen dogal
triptaminler, “ayahuasca” bitkisinde bulunan, her ikisi de popiiler olan DMT (N, N-
dimetiltriptamin) ve 5-MeO-DMT (5-metoksi-N, N-dimetiltriptamin) icermektedir.
Yapisal olarak dogal triptaminlere benzer bir¢cok yeni triptamin tiirevi son birkag
yilda tespit edilmistir. En popiiler sentetik triptaminlerden biri, 5-MeO-DiPT (5-
metoksi-N,N-diizopropiltriptamin), DiPT (N,N-diizopropiltriptamin) ve 4-OH-DiPT
(4-hidroksi-N,N-diizopropiltriptamin) analoglaridir.



=~ Bufotenin Z " 5.MeODMT
L] L

O

Lisenik Asit Amid
\ LSA)
o

Sekil 1. Dogal haliisinojenik triptaminlerin molekiiler yapilart (Aratijo, Carvalho, Bastos, Guedes de
Pinho, & Carvalho, 2015a)

5-MeO-DiPT “Foxy” veya “Foxy Methoxy” adlariyla bilinmektedir. ABD’de ve bazi
Avrupa iilkelerinde 5-MeO-DiPT ve dogal analogu olan 5-MeO-DMT’yi kontrollii

maddeler listesine dahil ettikten sonra yakin zamanda baska bir triptamin tiirevi
ortaya ¢ikmistir. 5-MeO-MiPT (5-metoksi-N- metil-N-izopropiltriptamin), “moxy”
olarak da bilinir ki bu madde de 5-MeO-DMT tiirevidir. 5-MeO-MiPT’in ilk tespiti
Nisan 2015’te ger¢eklesmis, 2016 yilinda Erken Uyar1 Sistemine bildirilmistir
(EMCCDA, 2016).

2.3. 5-metoksi-N- metil-N-izopropiltriptamin (5-MeO-MiPT)

Haliisinojenik etkilerinden dolayi tercih edilen yeni tasarim maddelerden biri olan 5-
MeO-MiPT internette arastirildiginda “sihirli mantar” denilen mantarlarda bulunan
psilosibin maddesinin yerini alacagi yonde cazip ve ¢ekici reklamlarla satilmaktadir
(Liechti, 2015). Tiirkiye’de ise, 22/05/2013-4827 sayil1 Bakanlar Kurulu karart ile 5-
MeO-MiPT yasakli maddeler listesine girmistir (EMCDDA Ulusal Raporu, 2013).

2.3.1. 5-MeO-MiPT’in Kimyasal Ozellikleri

Genel olarak, klasik haliisinojenler fenilakilaminler ve indolaminler olmak {izere iKi
ana yapisal smifa ayrilmaktadir. Indolaminler de modifikasyon bdlgesine gore
boliinebilecek basit triptaminler (DMT ve psilosibin) ve LSD gibi ergolinler olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (Fantegrossi et al., 2008).



Basit triptaminler, iki karbonlu bir yan zincir tarafindan bir amin grubuna
birlestirilen bisiklik bir benzen ve pirol halkas1 (indol halka yapisi) kombinasyonuna
sahiptir. Ergolinler, indol sistemli ve tetrasiklik bir halka ile karmasik ve nispeten
kat1 bir yapiya sahiptir. 5-MeO-MIPT indol halkasinin 5. konumunda bir siibstitiienti

olan triptamin tiirevleri arasindadir.

Triptaminler

/ \Ergolinler

Basit Triptaminler

L]

biibstithent 4 Karbona 5 Karbona
[cermeyenler | (Baglananlar Baglananlar
1

Psilocin 5-MeQ-DMT
Psilocybin 5-McO-DiPT LsSD
4-0H-DET 5-MeO-AMT
4-0OH-DiPT 5-MeO-DALT
4-0H-MIPT 3 MeOD- MIPT
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Sekil 3. 5-MeO-MiPT’in kimyasal formiilii

5-MeO-MiPT’in molekiiler kiitlesi 246.354 g/mol, kapali formiilii C15sH22N,O’dur.
5-MeO-MiPT’in;  5-Metoksi-N-metil-N-izopropiltriptamin,  N-[2-(5-metoksi-1H-

indol-3-il)etil]-N metilpropan-2-amin gibi farkli [UPAC isimlendirmeleri mevcuttur.

2.3.2. 5-MeO-MiPT’in Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri
Sentetik triptaminler kullaniciya bagl olarak, agizdan (burundan alma, koklama),

soluma, intravendz veya kas ici enjeksiyon, oral yolla (bir kapsiil i¢ine yutma, bir
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sigara kagidina sarilmis veya bunlarla birlikte igmek) veya rektal olarak suistimal
edilebilir (Corkery, Durkin, Elliott, Schifano, & Ghodse, 2012). 5-MeO- MIPT oral
yolla 4-6 mg, ya da sigara seklinde 12-20 mg alinir ve etki siiresi 4-6 saattir.
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Sekil 4. 5-MeO-MiPT’in metabolik yolu
Haliisinojenlerin insanlarda etkileri olduk¢a 6zneldir ve degerlendirilmesi zordur.
Genel olarak, triptamin tiirevleri, etkilerinin nispeten hizli baslangici ile karakterize
edilir. Kullanicilar tarafindan bildirilen etkiler, bilesikler ve uygulama yollan
arasinda degisiklik gosterir, ancak genel olarak, haliisinojenik etkilerin uyarict
etkilerinden de bahsedilir. Insanlarda DMT ile yapilan doz yanit calismalari,
haliisinasyonlarin yliksek dozlarda baskin oldugunu, uyarict etkilerin ise diisiik
dozlarda daha belirgin oldugunu gostermistir (Corkery et al., 2012). Haliisinojenler,

karmasik zihinsel ve algisal degisiklikler iiretme yetenegine sahiptir. Algisal etkiler



asir1 duyarlilik, illiizyon isitsel, gorsel, duyusal haliisinasyonlar, zaman ve mekansal

degisiklikler, gerceksizlik ve duyarsizlagma hissini kapsar.
2.4. Adli Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Biyolojik Materyaller

Adli toksikolojik analizlerde sik kullanilan biyolojik materyaller idrar ve kan
olmakla birlikte bunlara ek olarak sag, oral sivi, nefes, ter, tirnak, yeni doganlar i¢in
gobek kordonu, plasenta, mekonyum vb. gibi diger materyaller de kullanilmaktadir
(Akgiir & Coskunol, 2014). Bu ¢alismada idrar materyali kullanilmistir.

2.4.1. idrar

Idrar 6rneginin en onemli avantajlari, kullanilan maddelerin ve metabolitlerinin
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ve 6rnek toplama agsamasinin kolay olmasidir.
Ayrica, yapisinda serbest serum proteinleri, lipidler ve diger biiylik molekiiler
agirlikl bilesiklerin bulunmamasi toksikolojik analizleri kolaylastirmaktadir (Wolff
et al.,, 1999). Kanda aranan maddenin tespit edilemedigi durumlarda, idrarda o
maddenin metabolitinin tespit edilmesi, maddenin yakin dénemde kullanildigini
gostermektedir. Idrar &rneklerinde madde analizi dogrudan immiinoassaylerle ya da
spot testlerle yapilabilecegi gibi uygun bir ¢oziicli ile ekstraksiyondan sonra da
yapilabilmektedir. Idrar, viicudun baslica atilim yollarindan biri oldugu igin, birgok
maddenin, 6rnegin alinmasindan birka¢ glin 6nce kullanilip kullanilmadigini tespit

etmek amaciyla kullanilan biyolojik 6rneklerden biridir (Keerthi R, 2016).



Gere¢ ve Yontem

Bu tez ¢alismasi 5-MeO-MiPT’in idrarda kemometrik analizine yonelik deneysel bir
arastirma caligmasidir. Calisma, Mayis 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda Ege
Universitesi Madde Bagimlilig1 Toksikoloji ve Ila¢ Bilimleri Enstitiisii, Bagimlilik
Toksikolojisi Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismanin evreni; laboratuvar
ortaminda kimyasallar kullanilarak hazirlanmis sentetik idrar, Orneklemi ise;
hazirlanan sentetik idrar 6rneklerine farkli derisimlerde 5-MeO-MiPT standart katimi
yapilmis idrar Ornekleridir. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresinde tayin
edilen 5-MeO-MiPT analitinin derisimi bagimli degiskeni olusturuken, bu absorbansi
etkileyecek 6rnek hacmi, hidroliz hacmi, hidroliz sicakligi vb. parametreler bagimsiz
degiskenleri olusturmaktadir. Kemometrik analizler Minitab 18.0 ve Microsoft

Office Excell 2010 kullanilarak yapilmistir.
3.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

5-MeO-MiPT standarti (Chiron)

Metanol (Sigma Aldrich)

Etil asetat (Merck)

Potasyum hidroksit (Sigma Aldrich)

BSTFA %1 TMCS (N,O-bis-trimethylsilyl-trifluoroacetamide+%1
trimethylchlorosilane) (Sigma Aldrich)

3.1.2. Kullanilan Arac, Gere¢ ve Cihazlar

Mikropipet (10-100 pL, 100-1000 uL)

Tiipler (10 mI’lik)

Saf su (deiyonize su)

Oasis ekstraksiyon kartusu

Santriftij (Niive NF 1200 R)

Vortex (Labnet VX 100)

Vial

Azotlu ugurucu (Thermo Scientific reacti-Therm I11)
Su banyosu (Niive BM 302)

Kati-s1v1 ekstraksiyon manifoldu (Agilent Technologies)



Kapiler Kolon (HP-5MS) (Agilent Technologies)

Kolon (Restek-LC Allure PFPP 5um)

Gaz kromatografisi Kiitle spektrometresi (Thermo Finnigan TRACE ISQ)
Azot gazi

3.2. Adli Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Yontemler

Adli toksikolojide kullanilan yontemler genellikle; kimyasal, spektrofotometrik,
immunoassay, kromatografik  yontemlerdir. Bu ¢alismada kromatografik
yontemlerden olan Gaz Kromatografisi-Kiitle  Spektrometresi  (GC-MS)

kullanilmustir.

3.2.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, Yunanca chroma (renk) ve graphein (yazmak) sozciiklerinin
birlesmesiyle olusmus olup, ilk kez 1903 yilinda Rus botanik¢i Michael Tsvett
tarafindan renkli bitki pigmentlerini ayirma amagh kullanilmigtir. Daha sonralari,
cesitli cok bilesenli numunelerdeki bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda
kullanilmaya baglanmistir (Bjornstad, Hultén, Beck, & Helander, 2009Db).
Gilinltimiizde kromatografik analiz yontemleri, bir karisimi olusturan tiirlerin ayr1 ayri
belirlenmesi (nitel analiz) ve karisimi olusturan bilesenlerin miktar tayini (nicel
analiz) islemlerini hayata gegiren ve en ¢ok kullanilan aletli analiz yontemlerinden
olmustur. Bu yontem yardimiyla baska yontem birbirinden ayrilmalar1 ¢cok zor ve

hatta imkansiz olan maddeleri saf olarak ayirmak miimkiindiir.

3.2.2. Gaz kromatografisi Kiitle spektrometresi

Ornek bilesenleri, biiyiik yiizey alanina sahip durgun fazla (kolon), onun iizerinden
gecen hareketli gaz fazi arasinda dagilima ugrar. Ornek ¢ozeltisi bir enjektor
yardimiyla enjeksiyon bloguna aktarilir. Burada kimyasal bozunmaya ugramadigi bir
sicaklikta buharlastirilir ve tasiyict gaz tarafindan kolona tasinir (Wu, Lv, & Lou,
2012). Kolonda 6rnek bilesenleri durgun faza emdirilmis sivi ile etkileserek, belli
sicaklikta ¢oziintirliigiine gore iki faz arasinda dagilima ugrar. Analitler bagil buhar
basinglart ve durgun fazla etkilesim diizeyine, dedektore ulasim sirasina gore

kromatogramda ayr1 pikler bigiminde gozlenir.
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Sekil 5. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresinin sematik gosterimi

Cozeltiler, duragan faz ile spesifik etkilesimlerin oldugu durumlar hari¢, artan
kaynama noktas1 sirasina gore eliie edilir. Coziinen maddelerin yeterli uguculuga
sahip olmasini saglamak ve hizli bir sekilde eliie edilmeleri i¢in 50-350°C araliginda
sicaklik kullanilir.

Bir kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle analiz cihazi ve dedektor olmak iizere ii¢
bilesenden olusur (Emerson, Durham, Gidden, & Lay, 2013; Hibbert, 2012). Iyon
kaynagi numunenin bir kismini iyonlara doniistiiriir. Numunenin fazina (kati, sivi,
gaz) ve bilinmeyen tiirler i¢in ¢esitli iyonizasyon mekanizmalarinin etkinligine bagh
olarak ¢ok cesitli iyonizasyon teknikleri vardir. Kiitle spektrometresi (MS), bir
ornegin molekiillerinden veya atomlarindan olusan gaz iyonlarmin uzayda veya
zamanda ayrildig1 ve kiitle/yiik oranlarina gore tespit edildigi analitik bir tekniktir.
Bir 6rnegin veya molekiiliin elementel bilesimini belirlemek ve kimyasal yapilarini
aydinlatmak icindir. Tespit edilen her kiitlenin iyonlarimin sayist bir kiitle
spektrumunu olusturur.

Ege Universitesi Madde Bagimmliligi, Toksikoloji ve Ilag Bilimleri Enstitiisii
Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda bulunan Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) cihazi ile analizler yapilmistir. Scan mod’ta ¢alisilip, 86

Iyonuna gore sonuglar verilmistir.
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Resim 1. Caligma kapsaminda kullanilan GC-MS cihazi

GC-MS galisma kosullar1 asagidaki Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1.GC-MS cihaz kosullari

Kapiler Kolon Silika dolgulu; 30 m uzunlugunda, 0,25 pm film
kalinlig1 ve 0,25 mm i¢ ¢apinda (HP-5MS)

Firin Sicakhik Baslangic sicaklign 50 °C de 1.5 dakika

Programm bekleyerek, sonra 30°C/dk artigla 300 °C’ye
cikarilir ve 5 dakika bekleyerek son sicakliga
ulagilir.

Tasiyic1 Gaz ve Akis | Helyum, 1 ml/dk

Enjeksiyon Blogu | 200 °C
Sicakhigr

Dedektor Sicakhgr | 200 °C

Enjeksiyon Hacmi | 1 pL, splitless

Analiz Siiresi 14,83dk.

Allkonma zamani

(RY)

Analiz edilen madde m/z oranlari

5- MeO-MiPT 86 8,75




3.3. Kemometri

Kemometri, deneysel doga bilimlerinde, 6zellikle kimyada, tanimlayici ve dngoriicii
problemleri ¢6zmek i¢in uygulanir. Tamimlayici ve 0Ongoriisel uygulamalarda,
kimyasal sistemlerin 6zellikleri, sistemin altta yatan sebeplerini ve yapisin1 6grenme
amaciyla modellenmistir. Kemometrik teknikler 6zellikle analitik kimya ve
metabolomik ¢alismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Dejaegher & Vander
Heyden, 2011). Kemometri uygulama odakli bir disiplindir ve bu nedenle standart
kemometrik metodolojiler endiistriyel olarak c¢ok yaygm sekilde kullanilirken,
akademik gruplar kemometrik teori, yontem ve uygulama gelistirmenin siirekli
gelisimine odaklanmistir. Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar
kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir kimya disiplinidir.
Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden ger¢ek bilginin
ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin agiga ¢ikarilmasina olanak tanityan giiglii bir
aragtir (Ding, 2007). Analitik yontem, tek bir 6rnek i¢in bile veri kiimesi yiginlari
tiretir. Cok sayida ornek icin, verilerin miktar1 muazzam bir sekilde artar ve ¢ok
sikici, zaman alict hale gelebilir. En 6nemlisi de manuel inceleme yanlis pozitif
sonuclar verebilir. Bu nedenle, genis ve karmasik veri setini analiz etmek i¢in ileri
kemometrik yontemler ortaya ¢ikmistir. Ayrica, kemometrik yontemler hizli zaman
alaninda dogru ve Onemli sonuglar saglar. Yanit ylizey metodu vb. pek cok
kemometrik yontem vardir ve her yontemin ¢aligma tiiriine gore kullanilmas1 gerekir

(Kumar & Sharma, 2018).
3.3.1. Deneysel Tasarim

Denemelerin tasarimi (DOE, DOX veya deneysel tasarim), varyasyonu yansitmak
i¢cin varsayilan kosullar altinda bilginin varyasyonunu tanimlamay1 veya agiklamay1
amaglayan herhangi bir gérevin tasarimidir. Deneysel tasarim genellikle tasarimin
dogrudan varyasyonu etkileyen kosullar1 ortaya koyan deneylerle iliskilidir. Bir
deney, en basit haliyle, “girdi degiskenleri” veya “6ngoriicti degiskenler” olarak da
adlandirilan bir veya daha fazla bagimsiz degisken tarafindan temsil edilen
onkosullarda bir degisiklik getirerek sonucu tahmin etmeyi amaglar. Bir veya daha
fazla bagimsiz degiskendeki degisiklik genellikle “cikti degiskenleri” veya “yanit
degiskenleri” olarak da adlandirilan bir veya daha fazla bagimli degiskende bir
degisiklikle sonuclanacagi varsayilir. Deney tasarimi, dis faktorlerin sonuclar

etkilemesini Onlemek i¢in sabit tutulmasi gereken kontrol degiskenlerini de
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tanimlayabilir (Asadi & Zilouei, 2017). Deneysel tasarim sadece bagimli, bagimsiz
ve kontrol degiskenlerinin se¢imini degil ayn1 zamanda istatistiki olarak en uygun
kosullar altinda deneyin teslimini planlamayi da igerir. Deneyde kullanilacak tasarim
noktalarinin (bagimsiz degiskenlerin tekli kombinasyonlari) setinin belirlenmesi i¢in
bir¢cok yaklasim vardir. Kabaca deneysel tasarimlar, tarama tasarimlarina (6rnegin,
tam faktorli, kesirli faktorli ve Plackett-Burman tasarimlari), yanit yiizey
tasarimlarina ve karigim tasarimlarina ayrilabilir.

3.3.1.1. Yamt Yiizey Tasarim

Yanit ylizey tasarimlari, en onemli faktorlerin optimal seviyelerini bulmak igin
kullanilir. Bu tasarimlarda faktorler en az ii¢ diizeyde incelenir. Optimum kosullar
genellikle tasarim sonuglar1 ile olusturulan tepki yiizeylerinden kaynaklanir.
Faktorler verilen seviyelerde ayarlanabilecek ve sifirlanabilecek parametrelerdir;
sicaklik, pH, konsantrasyon, reaksiyon siiresi, vb. reaktifler ve bir metodun veya
prosediiriin yanitlarii veya sonuglarini etkiler. Faktorler ve seviye araliklari, en iyi
kosullar1 bulmaya ¢alisan deney alanini olusturur (Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar,
& Escaleira, 2008). Faktorler ayrica “etkilesime girebilir”, drnegin, iki faktorlii bir
etkilesim, bir faktoriin yanit iizerindeki etkisi, ikinci faktoriin farkli seviyelerinde
farkli oldugunda meydana gelir. Yalnizca bir faktoriin optimize edilmesi
gerektiginde, basit tek degiskenli prosediir uygulanir. Ancak, genellikle iki veya daha
fazla faktor calisilmaktadir. Bu tek degiskenli veya ¢ok degiskenli optimizasyon
stratejileri merkezi kompozit tasarim (CCD) ve Box Behnken (BBD) tasarimlari
kullanilarak yapilabilir. Bu tasarimlarla elde edilen ikinci derece model

denklemlerinden yanit yilizey grafikleri ve kontur grafikleri olusturulur.
3.3.1.2. Merkezi Kompozit Tasarim

Merkezi bir kompozit tasarim, {i¢ yiizeyli tam bir deneysel deney kullanmaya gerek
kalmadan yanit degiskeni ig¢in ikinci bir diizen (ikinci dereceden) bir model
olusturmak icin yanit yilizey metodolojisinde faydali olan deneysel bir tasarimdir.

Optimum degerlerin elde edilmesi amaciyla kullanilir. Merkezi kompozit tasarim, 3
ya da 5 seviyeli yapilabilmektedir. Bu tasarimla parabolik terimler i¢eren ikinci
dereceden modeller olusturulur. Bu tip tasarim igin ii¢ farkli tasarim noktast bulunur.
Bunlar; iki seviyeli fraksiyonel faktoriyel noktalari, star noktalar ve merkezi

noktalardir (Bezerra et al., 2008). Tasarlanan deney yapildiktan sonra, sonuglari elde
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etmek i¢in bazen yinelemeli olarak dogrusal regresyon kullanilir. Kodlanmisg

degiskenler bu tasarimin yapiminda siklikla kullanilir.

3.4. Yontemin Kemometrik Optimizasyonu

Deneylerde sentetik olarak hazirlanan idrar 6rnekleri kullanilmistir.

Sentetik Idrar: Ultra saf su igerisinde 0,33 M iire, 0.12 M sodyum kloriir, 0.016 M
postasyum difosfat, 0.007 M kreatinin ve 0.004 M sodyum monofosfat eklenerek
hazirlanmistir (Haglock-Adler, Hurley, & Strathmann, 2014).

Optimizasyon asamalart i¢in 500 ng/ml derisimli 6rnek hazirlandi ve N,O-bis-
trimetilsilil trifluoroasetamid + %21 trimetilklorosilan (BSTFA %1 TMCS) ile
tirevlendirilerek GC-MS’e verildi. Ancak tiirevlendirme yapmadan cihaza verilen
ornek daha iyi sonu¢ vermistir. Bu nedenle g¢alismalara tiirevlendirme basamagi
olmadan devam edilmistir. Yontemin optimizasyonunda en etkili faktorleri bulmak

icin Plakett-Burman dizayni yapildi.

Tablo 2.Plakett-Burman Tarama Tasarim

Faktorler Birim Min (-1) | Max (+1)
X1 Ornek Hacmi ml 1 3
X2 Hidroliz Hacmi ml 1 3
X3 | Hidroliz Sicakhig °C 20 80
X4 Hidroliz Siiresi dk 5 60
X5 Sartlama mi 1 3
X6 Yikama ml 1 3
X7 Eltisyon Hacmi ml 1 3

Tablo 3.Plakett-Burman Jeneratorleri
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Tablo 4.7 Faktorlii Plakett-Burman Deney Tasarimi

Deney | &rmek | Hidroliz | Hidroliz | Hidroliz Eliisyon
No/Faktor | Hacmi | Hacmi | Sicakh@: | Siiresi Sartlama | Yikama Hacmi
1 - - - - - - -

2 + - - + - + +
3 + + - - + - +
4 + + + - - + -

5 - + + + - - +
6 + - + + + - -

7 - + - + + + -

8 - - + - + + +

Tablo 4’e gore yapilan deneyler sonunda elde edilen alan degerlerine gore regresyon

analizi yapilip, en etkili 3 faktor belirlendi. En etkili olan 3 faktor belirlendikten

sonra merkezi kompozit tasarim yapilmustir. Buna gére o degeri; a — V3 = 1,682

olarak bulunmustur. 3 faktor i¢in — a, -1, 0, +1, + a degerleri belirlenmistir.

[drar

orneklerindeki

5-MeO-MIiPT  miktarinin

belirlenmesinde

bagimli

degiskenlerden Ongoriilen yanitt elde etmek ig¢in, kuadratik bir polinom modeli

(Denklem 1) yapilmistir.

4 4
y=b0+2buxlz+2blxl+
i=1 i=1

(Denklem 1)

6
Z bijxi x]

{=10%))
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Tablo 5. Merkezi Kompozit Tasarim Deney Tasarimi

Deney no X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,682 0 0
10 1,682 0 0
11 0 -1,682 0
12 0 1,682 0
13 0 0 -1,682
14 0 0 1,682
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

3.5. Hidroliz Asamasi (Optimize edilen)

5-MeO-MiPT standart katim1 yapilan idrar 6rneklerine 1 M KOH ¢ozeltisinden 1 ml
eklendi. Karisim vortekslendi ve 30 C’de 30 dakika hidroliz islemi yapildi.

3.6. Kat1 Faz Ekstraksiyon Asamasi (Optimize edilen)

1 ml sentetik idrar 6rnegine 5-MeO-MiPT standart katimi yapildi. Karigim 10 saniye
stire ile vortekslendi. Kati-faz ekstraksiyonu i¢in Oasis HLB kartus kullanildi.

Yapilan iglemler Sekil 6’da gosterilmistir.
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3.5 ml Aseton:MeOH
(70:30 v/v)

2 ml MeOH 2 ml %5 MeOH (v/v)

2 ml distile su

3 dk. kurutma
3 - |4 = =
! ¢ 2
Sartlanduma Omegin : Yikama Eliisyon
yuklenmesi

Sekil 6. Uygulanan kati faz ekstrakiyonu sematik gdsterimi

3.7. Validasyon

Yontem validasyonu, temelde bir analitik gereksinimi tanimlama ve incelenen

yontemin, uygulamanin gerektirdigi esaslar dahilinde olan bir onaylama siirecidir.

Bunun i¢in yontemin performansini degerlendirmek gerekmektedir. Validasyon

parametreleri;

Dogrusallik (Linearite)

Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Secimlilik ve Duyarlilik

Dogruluk

Geri Kazanim

Belirtme alt sinir1 (Limit of Detection, LOD)
Saptama alt sinir1 (Limit of Quantitation, LOQ)

Kararliliktir.
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Bulgular
4.1. Tarama Tasarimmm Sonugclari

Plakett-Burman Tarama Tasarimi icin belirlenen 7 faktdre uygun jenarator
kullanarak yapilan tasarim ve elde edilen alan degerleri Tablo 6’da, regresyon analizi

ile elde edilen denklem katsayilar1 Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 6. Uygulanan Plakett-Burman Tarama Tasarimi Ve Deney Sonuglar

Ornek | Hidroliz | Hidroliz | Hidroliz Eliisyon
Deney . . . .. . | Sartlama | Yikama ]
No/Faktor Hacmi | Hacmi | Sicakhig | Siiresi (mi) (mi) Hacmi
(ml) (ml) (’C) (dk) (ml) ALAN
1 1 1 20 5 1 1 1 857075
2 3 1 20 60 1 3 3 14781747
3 3 3 20 5 3 1 3 23771986
4 3 3 80 5 1 3 1 9413064
5 1 3 80 60 1 1 3 4419545
6 3 1 80 60 3 1 1 7526212
7 1 3 20 60 3 3 1 1720262
8 1 1 80 5 3 3 3 4192368

Tablo 7. Plakett-Burman Tarama Tasarimina Gore Elde Edilen Regresyon Katsayilar

Faktorler Birim Katsayilar
X1 Ornek Hacmi ml 5537969,875
X2 Hidroliz Hacmi ml 1495931,875
X3 Hidroliz Sicakligi °Cc -1947485,125
X4 Hidroliz Siiresi dk -1223340,875
X5 Sartlama ml 967424,625
X6 Yikama ml -808422,125
X7 Eliisyon Hacmi ml 3456129,125

Plakett-Burman tasarimina gore yapilan tarama sonucunda O6rnek hacmi, hidroliz

sicakligi ve eliisyon hacmi parametrelerinin etkili oldugu bulunmustur.
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4.2. Merkezi Kompozit Tasarim Sonuglari

Tarama tasarimi ile belirlenen analiz sonuglarinda etkili olan 3 faktor ig¢in (6rnek

hacmi, hidroliz sicaklig1 ve eliisyon hacmi) merkezi kompozit tasarimi olugturularak

20 deney tasarlanmis ve uygulanmistir. Bu faktorler i¢in yapilan kodlamalar, seviye

degerleri Tablo 8’de, yapilan analiz sonuglar1 ile elde edilen alan degerleri ise Tablo

9’da goriilmetedir.

Tablo 8. Merkezi Kompozit Tasarimu i¢cin Belirlenen Seviye Degerleri

Faktorler L2 1 0 L *
) (Star) (Diisiik) | (Merkez) | (Yiiksek) | (Star)
Ornek
X1 Hacmi 1 15 2,25 3 3,5
(ml)
Hidroliz
X2 Sicakligi 30 40 55 70 80
(OC)
Eliisyon
X3 Hacmi 1 15 2,25 3 3,50
(ml)
Tablo 9. Uygulanan Merkezi Kompozit Tasarim ve Elde Edilen Sonuglar
Deney no | Ornek Hacmi Hidroliz Eliisyon Hacmi Alan
(ml) Sicakligi (°C) (ml)
1 1.50 40 1.50 1727759
2 3.00 40 1.50 987465
3 1.50 70 1.50 666508
4 3.00 70 1.50 5108174
5 1.50 40 3.00 1289781
6 3.00 40 3.00 1269797
7 1.50 70 3.00 767910
8 3.00 70 3.00 274974
9 1.00 55 2.25 1057096
10 3.50 55 2.25 1386296
11 2.25 30 2.25 7260111
12 2.25 80 2.25 1384743
13 2.25 55 1.00 702637
14 2.25 55 3.50 2963902
15 2.25 55 2.25 2871547
16 2.25 55 2.25 1243233
17 2.25 55 2.25 1219797
18 2.25 55 2.25 1415310
19 2.25 55 2.25 642529
20 2.25 55 2.25 1844565
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Bu deney tasarimi ve alan degerleri kullanilarak Minitab programinda yiizey yanit
metadolojisi kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde 6n goriilen kuadratik bir
polinom modelinin en uygun sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu denklem katsay1

degerleri Tablo 10°da goriilmektedir.

Tablo 10. Merkezi Kompozit Tasarimu ile Elde Edilen Regresyon Katsayilar

Faktorler | Katsayilar | T-Degerleri | P-Degerleri
X1 274009 0,60 0,561
X2 -610564 -1,34 0,210
X3 -79408 -0,17 0,865

X1* X1 -324095 -0,73 0,481
X2* X2 772179 1,74 0,112
X3* X3 -107871 -0,24 0,813
X1* X2 588626 0,99 0,346
X1* X3 -526786 -0,89 0,397
X2* X3 -572019 -0,96 0,359

Merkezi kompozit tasarimi sonucunda elde edilen katsayilara gore denklemimiz su
sekildedir.

y = 1571894 + 274009x; — 610564x, — 79408x; — 324095x? + 772179x2
— 107871x% + 588626x,x, — 526786x,x3 — 572019x,%5

(Denklem 2)
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Elde edilen denklemdeki katsayilarin merkezi kompozit tasarimina gore standardize

edilmis etkileri Sekil 7°de goriilmektedir.

Term 2,228
| Factor Mame
BE | A Grnek Hacmi [ml)
B Hidraliz Sicakhid (o)
B | C Eldsyen Hacmi (mil)
AB |
5 |
AC |
AR |
e |
cc |
c |
r T T T T ! T
0,0 0,5 10 15 20 2,5 Standardize edilmis etki

Sekil 7. Merkezi Kompozit Tasarimina Gore Standardize Edilmis Etkiler
Merkezi kompozit tasarimda O6rnek hacmi, hidroliz sicakligi ve eliisyon hacmi

faktorlerinin ikili etkileri yiizey alanlari ve kontur  grafikleri ~ Sekil  8-13’te

goriilmektedir.

Surface Plot of Alan vs Eliisyon Hacmi (ml); Hidroliz Sicakhgi (oC)

Hold Values
Ornek Hacmi (ml) 2,25

6000000

4000000
Alan

2000000

0
2 Eliisyon Hacmi (ml)

80

Hidroliz Sicakhigi (oC)

Sekil 8.Eliisyon Hacmi ve Hidroliz Sicakligmin ikili Etkisi (Surface Plot)
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Contour Plot of Alan vs Elisyon Hacmi (ml); Hidroliz Sicakhg: (oC)

3,5
Alan
< 1000000
[ 1000000 - 2000000
I 2000000 - 3000000
Il 3000000 - 4000000
— I 4000000 - 5000000
[ [ ] > 5000000
=
é Hold Values
Q Ornek Hacmi (ml) 2,25
I
c
[}
>
w
3
w

40 50 60 70
Hidroliz Sicakligi (oC)

Sekil 9. Eliisyon Hacmi ve Hidroliz Sicakhigmin Ikili Etkisi (Contour Plot)

Surface Plot of Alan vs Eliisyon Hacmi (ml); Ornek Hacmi (ml)

Hold Values
Hidroliz Sicakhgi (oC) 55

2000000
Alan 1000000
0

-1000000

Ornek Hacmi (ml)

Sekil 10. Eliisyon Hacmi ve Ornek Hacminin Ikili Etkisi (Surface Plot)
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Contour Plot of Alan vs Eliisyon Hacmi (ml); Ornek Hacmi (ml)

3,5

2,5

2,0

F

E syon Hacmi (ml)

10
10 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Ornek Hacmi (ml)

Alan
[ ] < -1000000
Il -1000000 - -500000
I -500000 - 0
[ | 0 - 500000
[ 500000 - 1000000
I 1000000 - 1500000
Il 1500000 - 2000000
[ ] > 2000000

Hold Values
Hidroliz Sicakligi (oC) 55

Sekil 11. Eliisyon Hacmi ve Ornek Hacminin ikili Etkisi (Contour Plot)

Surface Plot of Alan vs Hidroliz Sicakhgi (oC); Ornek Hacmi (ml)

4500000

Alan 3000000 |

1500000

e 7 80

5 0"\%0 Hidroliz Sicakligi (oC)
3

Ornek Hacmi (ml)

Hold Values
Eliisyon Hacmi (ml) 2,25

Sekil 12. Hidroliz Sikcaklig1 ve Ornek Hacminin ikili Etkisi (Surface Plot)
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Contour Plot of Alan vs Hidroliz Sicakhigi (oC); Ornek Hacmi (ml)
80

Alan
[ ] < 0
[ ] 0 - 1000000
0 1000000 - 2000000
711 2000000 - 3000000

~
o

(€) I 3000000 - 4000000
& I 4000000 - 5000000
,@ 60 [ ] > 5000000

Hold Values
Eltisyon Hacmi (ml) 2,25

Rl e

40

30
10 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Ornek Hacmi (ml)

Sekil 13. Hidroliz Sikcaklig1 ve Ornek Hacminin Ikili Etkisi (Contour Plot)

Istatistiksel olarak belirlenen ve grafiklerle uyumlu olarak bulunan optimum degerler

Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Merkezi Kompozit Tasarim ile Elde Edilen Optimum Ekstraksyion Degerleri

Ekstraksiyon Faktorleri Optimum Degerler
Ornek Hacmi (ml) 1ml
Hidroliz Sicaklig1 (°C) 30°C
Eliisyon Hacmi (ml) 3,5ml

4.3. Yontem Validasyon Verileri
4.3.1. Secimlilik

Ornek matriksinde bulunmas1 gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek
maddelerin dogru ve Ozgiin belirlenebilmesi, analitik yontemlerin se¢imliligini
belirlemektedir (Green JM. Peer, 1996). Sekil 14-15’ten goriildigi tizere 5-MeO-

MiPT igin se¢imli ve secici bir analiz gelistirilen yontem ile yapilabilmektedir.

24



Relative Abundance

Relatve Abundance
LA

80
100ng/mi

5-MeO-MiPT

60

40

20~ . 6?}.‘\ , 806 873 o )
471 483 T : L 948 1252 1364
O—Fer T e e T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (men)

Sekil 14.Bos idrar 6rnegine (kor) ve 100 ng/ml olacak sekilde 5-Meo-MiPT standardi katilmig idrar
ornegine ait kromatogram

RT:872 L
AA 10703 11985
AH: 1187061 iz
100—5 850
0 8650 I
E Icls
803 9 Smeo_
=
E
50
0]
1
20_5 RT-781 RT-8.06
10 A 9146 AR 1D
] AH: 13243 AH: 29196
U-WI\HH\I\\IT‘T\H‘IHI\\W\\I\\IHI“\I\\IHI\\\I\\IHI\\\I\‘I\H\\\I\\I\H\\\I\\IIH‘HI\\IIH\HI\\I
76 77 78 79 80 81 82 83 &4 85 @6 87 &8 83 90 91 92 93 94 95 96 47
Time (min)

Sekil 15:Idrar 6rnegine ekim yapilmis 5-MeO-MiPT analiti kromatogranu

4.3.2. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusallig1 analiz sonuglarindan dogrudan elde edilerek ya da
cok 1yi tanimlanmig matematiksel derisimleri belli, belirli bir sirada verilen 6rnekler
icinde analitin degisik konsantrasyondaki Orneklerinden elde edilmektedir.
Dogrusallik %80-120 oranindaki derisime sahip bes ya da besten fazla standarttan en
az 3 tekrar calisilmasiyla elde edilir (Eurachem, 2014). Belirli derisimlerde galisilan
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orneklere karsi elde edilen ortalama alan degerleri Tablo 12°de ve kalibrasyon egrisi
Sekil 16°da goriilmektedir. Kalibrasyon egrisi korelasyon katsayisi (R?) ile kontrol
edilir. Korelasyon katsayisi, derisim ve sinyal arasindaki iliskinin derecesini gosterir
ve 1’¢ yakin olmasi istenir. Bu degerlere goére, 25-500 ng/ml arasinda ¢izilen

kalibrasyon egrisi ve R?=0.9984 oldugu goriilmektedir (Sekil 16).

y = 4524,9x + 63700 denkleminde y yerinde kromatogramdan bulunan alan degerleri
elde edildi (Tablo 12).

Tablo 12. Kalibrasyon egrisi igin 5 farkl derisime gore elde edilen alan degerleri

Derisim (ng/ml) Alan
25 143207
50 285276
100 574622
250 1173718
500 2327226
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2.5x10%+

2.0x10%+
o 1.5x10%-
g y = 4524,9x + 63700
> 1.0x10°%- Rz = 0,9984
5.0x10%4
0 | | | 1 | 1

Derisim (ng/ml)

Sekil 16. 5-MeO-MiPT e ait 5 noktali kalibrasyon egrisi, denklemi ve korelasyon katsayisi

Kalibrasyon standartlarinin geri hesaplanan derisimleri, ger¢ek degerin +%15°i,

dahilinde oldugu belirlenmistir.
4.3.3. Belirtme Alt Sinir1 (Limit of Detection, LOD)

Tek bir analitik prosediiriin belirtme alt siniri, bir numunedeki analitin tespit
edilebilen ancak mutlak kesin bir deger olarak nicellestirilemeyen en diisiik
miktaridir (Aydogdu, Doger, & Ertag, 2018).Yontemin belirtme alt sinir1, kore ait
sinyallerin yiiksekliklerinin 3 katinin, ekim yapilmis en kiigiik derisim olan 25 ng/ml
ornegin sinyalinin yiiksekligi ile karsilastirildi.

Stdc*3

S/N

5,63 ng/ml olarak belirlenmistir.

LOD = formiilii kullanilarak hesaplandi. S/N degeri; 13,33, LOD degeri

4.3.4. Saptama Alt Simir1 (Limit of Quantitation, LOQ)

Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en
diisiik konsantrasyonudur Analitin bilinen miktarlarla azaltlmasiyla hazirlanan
ornekler olciiliir ve kabul edilebilir kesinlik ve dogruluga sahip en diisiik miktar

tespit edilir. Yontemin belirtme alt siniri, kore ait sinyallerin yiiksekliklerinin 10
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katinin, ekim yapilmis en kiigiik derigim olan 25 ng/ml 6rnegin sinyalinin yiiksekligi
ile karsilastirildi.
Std *10
S/N
18,75 ng/ml olarak belirlenmistir.

LO Q = formiilii kullanilarak hesaplandi. S/N degeri; 13,33, LOQ degeri

Tablo 13. 5-MeO-MiPT ¢ ait LOQ, LOD degerleri

5-MeO-MiPT
S/IN 13,33
Standardin derisimi (Std C) 25 ng/ml
LOD 5,63 ng/ml
LOQ 18,75 ng/ml

4.3.5. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, yontem tarafindan analitin gercek derisimine gore
elde edilen degerin ylizde cinsinden yakinhigimi agiklar (Aydogdu et al., 2018). Bir
matriks icindeki bir analitin geri kazanimi, saf standardin gergek derigimi ile
matrikse eklenmis ve ekstrakte edilmis olan analit miktarinin 6l¢iim sonucunun
karsilagtirilmasidir. Geri kazanim, ekstraksiyon verimliligidir (Kafali H., 2008). Elde

edilen sonuclar Tablo 14’te verilmistir.

4.3.6. Kesinlik-Tekrarlanabilirlik

Bir yontemin kesinligi, tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine yakinliginin
derecesidir ve ortalama deger etrafindaki dagilimin 6lgiistidiir (Eurachem, 2014).
Kesinlik, genellikle standart sapma, bagil standart sapma (% RSD), varyans veya
varyans katsayisi olarak ifade edilir. Biyolojik 6rnekler i¢in % 15’ten az ve diger
derisim seviyelerinde %10 bagil standart sapma ile kesinlik saglanabilir.
Tekrarlanabilirlik, bagimsiz deney sonuglarinin, kisa zaman araliklart i¢inde, ayni
donanim kullanilarak, deneyi yapan ayni kisi tarafindan, ayn1 laboratuvarda, es deger
deney maddeleri lizerinde ayni yontem ile elde edilmesidir ve kesinligin bir
gostergesidir. Ayni laboratuvarda, ayni kisi tarafindan, ayn1 donanim kullanilarak,

0zdes deney numunesi {izerinde, kisa zaman aralig1 i¢inde ayn1 ekstraksiyon metodu
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kullanilarak elde edilen ayni giinde (n=3, 100,0 ng/ml) ve ayni cihaz ile analiz

edilmistir. 5-MeO-MiPT’e ait veriler Tablo 15°de bulunmaktadir.

Tablo 14.5-MeO-MiPT ¢ ait geri kazanim verileri

Derisim 25 ng/mi 500 ng/ml
Bulunan Deger
Bulunan Deger |% G.K. % G.K.
(ng/ml) (ng/ml)
1. Paralel
18,24 72,98 487,08 97,42
Ekstraksyion
2. Paralel
Y 20,28 81,11 507,36 101,47
Ekstraksyion
3. Paralel
18,06 72,23 486,35 97,27
Ekstraksyion
12,71 75,44 493,59 98,72
Ortalama
Std. Sapma (SD) 1,23 4,93 11,93 2,39
% RSD 6,53 6,53 2,42 2,42

Tablo 15. 5-MeO-MiPT ¢ ait giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik verileri

100 ng/ml standart katimh

Olgiim Sayis: ornekler icin bulunan degerler
1.paralel 113,83
2.paralel 105,51
3.paralel 105,54
Ortalama 108,29
o
% RSD 4,43
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4.3.7. Seyreltme Tamhg

1000 ng/ml’lik bir 6rnegi 1:10 oraninda seyretlip ¢alisildiginda 94 ng/ml sonug elde

edildi. Sonug raporu verilirlen bu deger 10 ile carpilarak verilebilir.

4.3.8. Kararhlik

Calismada ekstraksiyon islemi sonucunda hazirlanan érnekler (250 ng/ml, n=3) 0, 2,
4, 12, 24, 48 saat sonra enjeksiyon yapilip kararlilik ¢alismas1 yapilmistir. Kararlilik

sonuclar1 Sekil 18’de goriilmektedir.

Kararhhk

50000
400001
30000+

20000+

Alan degerleri

10000+

0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4
Saat

Sekil 17. 5-MeO-MiPT e ait farkli saatlere ait kararlilik ¢alismasi sonuglari

4.3.9. Tasinma Etkisi

Yiiksek derisimdeki (1000 ng/ml) bir 6rnekten sonra kor 6rnek enjekte edilerek

degerlendirildi. Taginma etkisinin (carry over) olmadigi gériilmistiir.
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RT: 0.00 - 14.86
8.70

—

(=]

(s}
|

1000ng/ml
5-MeO-MiPT

[==]
[a=]

[=7]
[a=]

=y
[a=]

Relative Abundance

N
[a=]

488 544 671 752 |o7* 979 1161 1310 1452

3.39

[a=]

-

(=]

[s=]
|

[==]
T

Kor

[=7]
T

958 10.07
305 446 405 860 1028 11.57 12.90

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Sekil 18. Tasmma etkisi i¢in yiiksek derisimde oOrnege ve ardindan verilen kor Ornege ait
kromatogram
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Tartisma

Son yillarda tlilkemizde madde kullanimi ve bu maddelerin yakalanmasinda énemli
bir artis gozlemlenmektedir. EMCDDA’in (Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu
Bagimlilig: izleme Merkezi) Tiirkiye temas noktasi olan Tiirkiye Uyusturucu ve
Uyusturucu Bagimlilig1 Izleme Merkezi (TUBIM) verileri, bagimlilik yapabilen yeni
tasarim maddelerin (sentetik katinonlar/kannabinoidler, amfetamin tipi uyaricilar)
kullaniminin iilkemizde 6nemli bir halk saglig1 ve giivenligi sorunu haline geldigini
gostermektedir (TUBIM, 2014). Avrupa’da haliisinojenik, anestetik ve depresan
Ozellikli bazi psikoaktif maddeler koétiiye kullanilmakta, bunlar arasinda; LSD
(liserjik asit dietilamid), ketamin, GHB (gamma-hidroksibutrirat) ve haliisinojenik
mantarlar gibi maddeler yer almaktadir (EMCDDA, 2015).

Afyon, kenevir ve koka gibi geleneksel bagimlilik yapict maddeler, Birlesmis
Milletler uyusturucuyla miicadele sozlesmeleri tarafindan kontrol edilse de
bagimlilik yapici veya koétiiye kullanimi bulunan pek ¢ok dogal bitkinin yakalanmasi
zordur. Bu nedenle, Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug Dairesi (UNODC), ortaya
¢ikan tehdidi cogunlukla dogal olanlardan tiiretilen veya degistirilen yeni tasarim
maddeler (YTM) olarak adlandirmistir. Diinyada YTM bildiren 119 kadar iilke
olmakla birlikte Aralik 2018’e kadar, hiikiimetler, laboratuvarlar ve ortak kuruluslar
tarafindan YTM konusunda UNODC Erken Uyar1 Danismanligi'na (EWA) 888°den
fazla madde bildirilmistir. Piyasada bulunan YTM’ler; esrar, kokain, eroin, LSD,
MDMA (ekstazi) veya metamfetamin gibi uluslararasi kontrol altindaki maddelerle
benzer etkilere sahiptir. Aralik 2018’e kadar bildirilen YTM’lerin etkilerine
bakildiginda, ¢ogunlugu uyaricilar, ardindan sentetik kannabinoidler ve
haliisinojenler gelmektedir.

Diinya’daki triptamin prevalansinin  tam olarak bilinmemesine ragmen,
popiilaritelerinin ve tiiketimlerinin arttig1 bilinmektedir. Bu hizli genislemenin, gece
kuliiplerinde ya da internet araciligiyla, daha kolay erisilebilirlikle iligkili oldugu
goriilmektedir (Jovel, Felthous, & Bhattacharyya, 2014). Birgok triptamin, yasadisi
klasik maddelere gore daha diisiik bir fiyata satilmaktadir. Ayrica, molekiiler
yapilarindan dolayi1 kullanicilarin madde testlerinden gegebilmesine izin verdiginden,
kullanicilar tarafindan bu maddeleri daha erisilebilir ve arzu edilir kilmaktadir

(EMCDDA 2010; Jovel ve ark. 2014; Musselman ve Hampton 2014).
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Hali hazirda piyasada mevcut olan yeni tasarim maddeleri kullanan kisilerin
saptanmasina yonelik olarak bu maddelerin tanimlanmasi adli toksikoloji
laboratuvarlar1 i¢in 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir. Yeni tasarim maddelerin
igerikleri siirekli degistigi ve laboratuvarlarda analizlerinin zorlugundan dolay1, 5272
numarali Tirk Ceza Kanunu'nun 109. paragrafi geregi Denetimli Serbestlik
kanunundan yararlanan hiikkiimliiler tarafindan tercih edilmektedir. Yeni tasarim
maddelerden 5-MeO-MiPT’in kullanim durumu goz 6niine alindiginda tabletlerde ve
olas1 zehirlenme vakalarinda incelenmesi gerektigi agiktir. Bu nedenlerle biyolojik
materyallerde tamamlayic1 analitik teknikler gelistirilmesi hem klinik toksikoloji
hem de adli toksikoloji agisindan son derece dnemlidir. Adli toksikolojide; analitlerin
saptanmast ve nicel olarak tanimlanmasina yonelik uygun yontem gelistirmek hem
literatiire destek saglamak hem de hukuki ve etik a¢idan c¢ok biiylik sorumluluk
tasimaktadir. Yontem gelistirme siireci, hedef analitlere uygun olan oOrnek
seciminden baslayip ekstraksiyon ve analiz sonu¢ agsamasina giden ¢ok basamakli bir
yoldur.

Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen, kemometrik tarama deneyleri ile 6rnek
hacmi, hidroliz hacmi, hidroliz sicakligi, hidroliz siiresi, sartlama hacmi, yikama
hacmi ve eliisyon hacminin ekstraksiyon sonucunu etkileyebilen faktorler oldugu
belirlenmistir.  Plaket-Burman tasarimi1  kullanilarak  gerceklestirilen  deney
tasariminda, 7 faktor ig¢in 7°1i jenerator kullanilmis ve 8 deneylik bir tasarim ortaya
cikarilmigtir. Tim faktorlerin seviyeleri belirlenip, deneyler gergeklestirilmis ve
regresyon analizi yapilmistir. Elde edilen kat sayilar sonucunda kati faz
ekstraksiyonu i¢in en 6nemli 3 faktoriin; 6rnek hacmi, hidroliz sicaklig1 ve eliisyon
hacmi oldugu belirlenmistir.

Bu 3 6nemli faktor i¢in merkezi kompozit tasarim ile optimum degerleri belirlemek
icin 5 farkli seviye belirlenmis ve full faktoriiyel, star ve tekrar deneyleri ile
toplamda 20 deneye ulasan merkezi kompozit tasarim uygulanmistir. GC-MS alan
degerleri yanit olarak degerlendirilip, regresyon analizi yapilan yanit degerleri ile
ornek hacminin 1 ml, hidroliz sicakliginin 30°C ve eliisyon hacminin 3,5 ml oldugu
bulunmustur. Optimum kosullarda yapilan deneylerde en yiiksek alan degerleri elde
edilmistir.

Kemometrik olarak optimize edilen bu yontem analitik yontem validasyonu

parametrelerince valide edilmistir. Se¢imlilik, dogrusallik (25-500 ng/ml), belirtme
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alt siir1 (LOD, 5,63 ng/ml), saptama alt smir1 (LOQ 18,75 ng/ml), dogruluk
(%43,01- %101,47), glin-igi tekrarlanabilirlik (100 ng/ml derisimde 3 paralel, % RSD
4,43), seyreltme tamligi, tasinma etkisi ve kararlilik parametreleri ayrintili olarak
incelenmistir. Yontemin se¢imli, dogrusal, duyarl ve hassas oldugu yapilan analizler
sonucunda belirlenmis, ancak; analitin kararlihigmin yaklasik 1 saat icerisinde
degistigi belirlenmistir.

Toksikolojik analizlerde maddenin kullanimini tespit etmek amaciyla kullanilan
geleneksel biyolojik drneklerden biri idrardir. idrar, potansiyel toksik atik iiriinlerin
viicuttan uzaklastirilmasi i¢in bobrekte olusan ve metabolik atiklarin derisik bir
¢ozeltisidir. Idrar igeriginin % 95°i sudur ve sodyum kloriir, iire gibi bagka bilesenleri
de igerir (C.Wong, 2005). Bobrekler tarafindan idrar iiretilmektedir ve bobrekler
siire¢ boyunca esansiyel maddeleri tekrardan absorbe eder. Fazla su ve iire, organik,
inorganik maddeler gibi atik {iriinler viicuttan atilir. Idrarin giinliik miktar1 ve
bilesimi sivi alimi, diyet, saglik, madde etkileri ve ¢evresel kosullar gibi bir¢ok
faktore bagli olarak gesitlilik gosterir. Saglikli bir yetiskinde 24 saatlik bir periyotta
tiretilen idrar miktar1 1-2 litre arasindadir (Cone EJ., 1997). Bu tez calismasinda,
sentetik idrar 6rnekleri hazirlanmis ve ¢alismalar bu ¢ozeltilerde gerceklestirilmistir.
Gergek olgulardan alinan idrar 6rneklerine rutin uygulamaya gectiginde uygulanmasi
planlanmaktadir. Caligmanin idrarda yalnizca ana madde olarak tayini su an i¢in bir
kisitlilik olsa da, gelistirilen kemometrik yontem ileride yapilacak hayvan
deneylerindeki metabolit ¢calismalarina bir 151k tutabilecegi 6ngoriilmektedir.

Adli toksikoloji analizlerinde suistimal edilen maddelerin taranmasi ve diizey
Olctimleri olduk¢a Onemli bir asamadir. Bu siirecte ideal toksikolojik analizler;
analitik acidan gegerli, tanimlanmis ve denenmis sinirlar1 olan, kalibrasyon-yanit
iligkisi kanitlanmis olan, dogrulugu ve etkilesimleri tanimlanmis olan ve karmagik
olmayan Ozelliklere sahip olmalidir. Adli toksikolojide analitik yontemin giivenilir,
hassasiyet, 0zgiinliik, az maliyetli ve performans kolaylig1 acisindan bir¢ok 6zellik
tasimast  Onemlidir. 5-MeO-MIiPT toksikasyonu sebebiyle diinyada oliimle
sonuglanmis olgu raporlart (Corkery et al., 2012; Fabregat-Safont et al., 2017;
Shimizu et al., 2007; Smolinske et al., 2005) bulunmaktadir. Ulkemizde de klinik
tan1 konmamis bir¢ok 6liim vakalarina rastlanmaktadir. Bu sebeple bu tiir olgularda
nicel sonu¢ vermek adina bu maddenin analizinin yapilma sorumlulugu ortaya

cikmaktadir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Kiiresellesen diinyada son derece biiyiik ivmelerle artan yeni tasarim maddelerin
saptanma hizina yetismek, geleneksel uzun ve karmasik deneylerle maalesef ¢ok
miimkiin degildir. Bu nedenle ¢alismamizda oldugu gibi sistematik deney tasarimlari
ile en az sayida deney yapilarak, optimize edilmis yontem gelistirilmesi 6nemlidir.
Bu tez calismasinda ¢esitliligi siirekli olarak triptaminlerden 5-MeO-MiPT’in hassas,
duyarli ve giivenilir analizi i¢in bir yontem gelistirilmis ve yontem kemometrik
olarak optimize ve valide edilmistir. Ayrica, GC-MS ile yapilan kromatografik
analizlerde 5-MeO-MiPT’in tiirevlenmeden ¢alisilmasi 6n hazirlik siiresini kisaltmis
olup, diger analoglar1 i¢in Oncii niteliktedir.

Analizinin yapilamamasi1 nedeniyle kullanicilarin saptanmasin1 engelleyen bu
maddelerin analizi i¢in gelistirilen toksikolojik analiz yontemi; saglik kuruluslarinda
rutin analize imkan saglayabilecegini 6ngormekteyiz. Ulkemizde bagimlilik ve
toksikoloji alaninda varlik gosteren BATI Enstitiisii bilinyesinde analiz edilen
parametrelere 5-MeO-MiPT’in de eklenmesiyle analiz skalasi genisleyecek ve

iilkemiz i¢in de somut veriler elde edilmesine olanak saglayabilecektir.
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