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OZET
Esrar, diinyadaki en eski ve en ¢ok istismar edilen ilaglardan biridir ve kullanimi patolojik ve
davranigsal toksisite ile iliskilidir. Bu nedenle, kannabinoid toksikokinetigini ve
kannabinoidlerin biyolojik sivilara ve dokulara dagilimmi anlamak 6nemlidir. Kannabinoid
toksikokinetigini etkileyen pek cok etken vardir, bunlarin baslicalar;; kullanim tiirii ve
yontemi, karaciger ve ekstra hepatik dokulardan metabolizasyonu ve diski, idrar, ter, oral sivi
ve sagta eliminasyonu olarak sayilabilir.
Klinik ¢alismalarda LC-MS/MS ile beyin omurilik sivisinda (BOS) biyoterapotik ajanlarin
kantitatif analizi yaygin bir durumdur. Diger taraftan, postmortem toksikolojide 6nemli bir
biyolojik 6rnek olan BOS, alternatif bir matris olarak 6liim nedeninin belirlenmesinde diger
biyolojik sivilardaki dlgiimleri tamamlayici rol tstlenmektedir. Boylece yiiksek hasassiyete
sahip GC-MS ve LC-MS yontemleri ile analizi sayesinde adalete hizmet saglanmaktadir.
Standart bir yapay BOS (yBOS), kor (blank) 6rnek olarak birka¢ hayvandan fedakarlik
etmeden ve gercek BOS sivis1 kullanmadan s6z konusu matriste belli basl bilesiklerin tayini
icin hassas LC-MS yontemleri gelistirmede bir vekil matris olarak gereklidir.
Bu yiiksek lisans tez calismasinda, kotiiye kullanimi en yaygin yasa dis1 maddelerden biri
olan esrarin ana etken maddesi A*-THC icin, modifikasyon yapilarak hazirlanan yapay BOS
orneginde SPE yontemi kullanilarak ekstraksiyonu ve LC-MS/MS analizini konu alan bir
validasyon ¢alismasi gergeklestirilmistir.
Caligmaya ait dogrusallik sonuglar1 Tablo 1X’de verildigi gibidir. 7 noktali kalibrasyon
¢ozeltisi sonuglarna gore A-THC in dogrusal aralig1 0,5-50 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu
araliktaki korelasyon katsayis1t R*= 0.9996 olarak bulunmustur. Elde edilen LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0.41 ng/mL ve 0.48 ng/mL’dir. yBOS 6rnegi lizerinde yapilan sonra spike
verilerine gore geri kazanim yiizdesi 0.5 ng/mL’lik konsantrasyonda %=80.73+1.87; 5

ng/mL’lik konsantrasyonda %81.50+.1.81; 50 ng/mL’lik konsantrasyonda %=81,96+0.56



bulunmustur. Once spike ve sonra spike verileri ile matris etkisinin anlasilmasi i¢in yapilan 9
tekrarli deneyler sonucunda, 6nce spike geri kazanim sonuglarmin (%83.30) sonra spike geri
kazanim sonuglarina (%95.0) gore kismen azaldig1 goriilmektedir. Giin i¢i tekrar edilebilirlik
icin 3 ayr1 konsantrasyonda calisilan geri kazanim numunelerinden; 0.5 ng/mL
konsantrasyonundaki 6 adet Ornegin ortalamasi 0.408+0.032 ng/mL, bagil standart sapma
degeri 5.42, 5 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet drnegin ortalamasi 4.14+0.11 ng/mL, bagil
standart sapma degeri 3.05, 50 ng/mL konsantrasyondaki 6 adet 6rnegin ortalamas1 40.83+
0.76, bagil standart sapma degeri %1.61 olarak tespit edildi. Giinler arasi tekrar edilebilirlik
icin 3 ayr1 konsantrasyonda calisilan geri kazanim numunelerinden; 0.5 ng/mL
konsantrasyonundaki 6 adet ornegin ortalamasi 0.289+0.089 ng/mL, bagil standart sapma
degeri %7.13, 5 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet ornegin ortalamasi 2.95+0.24 ng/mL,
bagil standart sapma degeri %5.38, 50 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet 6rnegin ortalamasi
37.55+1.56 ng/mL, bagil standart sapma degeri %3.87 olarak tespit edilmistir. Hem giin i¢i
hem de gilinler arasi tekrar edilebilirlik caligmasi sonuglarinda bagil standart sapma
degerlerinin <20 oldugu gozlemlendi. Bu da yontemin tekrar edilebilir oldugunu
gostermektedir. Stabilite ¢alismasi i¢in 7 giin ara ile analiz edilen 6rneklerdeki degisim
%0.0167 bulunmustur (Tablo XVI). Bu deger %1’in altinda kaldigindan gelistirilen yontemin
stabilitesi boylelikle kanitlamustir.

Validasyon c¢alismas1 kapsaminda dogrusallik ve kalibrasyon egrisi, LOD ve LOQ, geri
kazanim, ve stabilite ¢alismalar1 yapilmistir. ileriki ¢alismalar ile A®-THC*nin diger
metabolitlerini de kapsayan daha diisiik tayin limitlerine ulasabilecek, daha hassas
yontemlerin gelistirilmesi ve gelistirilen bu yontemin gercek Orneklerle dogrulanmasi
hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: yBOS, A’-THC, LC-MS/MS, THCCOOH-D3, Validasyon.



SUMMARY
Cannabis is one of the oldest and most abused drugs in the world, and its use is associated
with pathological and behavioral toxicity. Therefore, it is important to understand cannabinoid
toxicokinetics and the distribution of cannabinoids through biological fluids and tissues.
There are many factors that affect cannabinoid toxicokinetics, the main ones can be expressed
as the type and method of abuse, the metabolization from liver and extrahepatic tissues and

elimination in feces, urine, sweat, oral fluid and hair.

Quantitative analysis of biotherapeutic agents in cerebrospinal fluid (CSF) by LC-MS/MS is
common situation in clinical trials. On the other hand, CSF, as an important biological sample
in postmortem toxicology, plays a complementary role in determining the cause of death as an
alternative matrix. Thus, it provides service to justice by analysing with highly sensitive GC-

MS and LC-MS methods.

A standard aCSF, is necessary as a surrogate matrix in developing sensitive LC-MS methods
for the determination of certain compounds in relevant matrices as a blank sample without

sacrificing a few animals and using real BOS fluid.

This Master of Science (MSc) study was composed of a validation, conducted on the main
active ingredient of cannabis A’-THC, which is one of the most common illegal substances,
by an efficient extraction from a modified aCSF matrix using the SPE method and LC-

MS/MS analysis.

The linearity results of the study are given as in Table 5. According to the 7-point calibration
results, the linear range of A°-THC was determined in the range of 0.5-50 ng/mL. The
correlation coefficient in this range was found R? = 0.9996. The obtained LOD and LOQ
values of the method were found 0.41 ng/mL and 0.48 ng/mL, respectively. According to

spiked data analysis established on artificial CSF (aCSF) samples at three different



concentration levels, the percentage of recovery was 80.73+£1.87% at 0.5 ng/mL; 81.50+1.81%

at 5 ng/mL and 81.96+0.56% at 50 ng/mL.

As a result of 9 repetitive experiments performed to understand the matrix effect with data
performed for spiking before and after extraction, it is seen that the recovery results of spiking
before extraction (83.30%) are partially decreased compared to the spiking after extraction

recovery results (95.0%).

For repeatability studies within intra-day among the recovery studies in three different
concentrations, the mean and %RSD value of 6 replicates of 0.5, 5 and 50 ng/mL
concentration point were found 0.408+0.032 ng/mL and 5.42%; 4.14+0.11 ng/mL and

3.05%; 40.83+0.76 ng/mL and 1.61%, respectively.

For repeatability studies within inter day among the recovery studies in three different
concentrations, the mean and %RSD value of 6 replicates of 0.5, 5 and 50 ng/mL
concentration point were found 0.289+0.089 ng/mL and %7.13; 2.95+0.24 ng/mL and
%5.38; 37.55+1.56 ng/mL and%3.87, respectively. Relative Standard deviation values were
found under 20 from the results of both the intra-day and inter-day repeatability studies and
this confirms that the developed method is repeatable. For stability study, the change criteria
in samples analyzed with 7 days interval was found as 0.0167% (Table 12). As this value

remained below 1%, the stability of the developed method was proved.

Within the scope of the validation study, the parameters such as linearity, calibration curve,
LOD, LOQ, recovery and stability were performed. It would be helpful to develop more
sensitive methods that can reach lower determination limits including other metabolites of A°-
THC such as 11-OH-THC and THC-COOH for future projects and to verify this developed

method with real examples.

Key Words: aCSF, A>-THC , THCCOOH-D3, LC-MS/MS, Validation.



1.GIRIS VE AMAC

Kan/plazma ve serum en yaygm olarak kullanilan matrislerdir. Antemortem Orneklerde
yaklasik 24-48 saat belirleme siiresine sahip olduklar1 igin, maruziyetin mevcut duruma adli
boyut kazandirmadaki olas1 kabiliyetinin yorumlanmasinda etkilidirler. Kanda ve idrarda
viicuda alman zehrin farkli belirlenme siireleri oldugundan, genellikle birlikte

degerlendirilmekte ve sorgulamaya bagli olarak maruziyet igin iyi fikir vermektedir (1).

Ancak bazi postmortem olgularda, ne kan ne de idrar mevcuttur. Plazma ve serum,
postmortem olgunun dogasi ve ¢iirimenin boyutu nedeniyle her zaman iyi bir segenek
olmayabilir. Diger taraftan, 6liimlerin yaklasik % 50'sinde mesane kendini bosalttig1 i¢in,
idrar1 viicutta her zaman bulmak da miimkiin degildir (11). Bir etken madde maruziyetinin
belirlenebilmesinde kullanilan analitik teknikler gelistikce ve ¢ok diisiik madde
konsantrasyonlarimi tespit edebilen yontemler ortaya ¢iktik¢a, beyin omurilik sivis1 (BOS),
sag, tirnak, tiikiirtik gibi alternatif matrislere olan ilgi de artmustir. Bu nedenle, s6z konusu
zehrin tespiti i¢in alternatif matrislerin veya alisilmamis matrislerin kullanilmasi ¢ok yararli

oldugu goriilmiistiir (2).

BOS, koroidpleksuslardan salgilanan, subaraknoidal aralik ve ventrikiillerde bulunan,
araknoidvillus yapilardan ve lomber bdlgedeki damarlardan kana geri donen plazma
ultrafiltratidir. Beyin ve omuriligi dis travmalardan koruyan, beyin ile kafatasi arasindaki bir
stvidir. BOS, yeterli kan 6rneginin mevcut olmadig1 ¢oklu travma vakalarinda alternatif bir
materyal olarak yararl olabilir. Yapilan caligmalar, BOS'un adli toksikolojide kanin alternatifi
oldugu kadar farmakolojik/toksikokinetik ve postmortem yeniden dagilimlarin

arastirilmasinda da yararl oldugunu gostermektedir (3).

BOS’da bir etken madde maruziyetinin belirlenmesi adina yapilacak yontemin analitik

gecerlilik islemleri i¢in oldukg¢a fazla biyolojik 6rnege ihtiya¢ duyuldugu ve BOS gibi bir



ornekte 6zdes 6rnek toplamak miimkiin olmadigi i¢in klinik ¢aligmalarda zaten kullanilmakta
olan yapay BOS (yBOS) sivisina bagvurulmaktadir (4). Son donemde ilgi uyandiran bu
alternatif matrislerle yeni yontemlerin gelistirilmesine katkida bulunmak gerekmektedir (2).
Boylelikle postmortem toksikolojik drneklemede BOS’un daha fazla tercih edilebilir olmasi
saglanabilmektedir. Zira analiz yOntemlerinin sayismin artmasi, BOS matrisinin daha
yakindan incelenmesi ve tayin limitlerinin azaltilmasina yonelik ileri analitik ydntemler
gelistirilerek postmortem toksikolojik arastirmalarin kalitesi artacaktir.

Lipofilik olan A>-THC yiiksek dagilm hacmine sahiptir ve baslica lipoprotein olmak
iizere %97-99'u plazmada proteine bagli olarak bulunur.A’~THC nin endokannabinoid sistem
reseptorleri olan CB1 (beyin ve omurilikte) ve CB2’ye (periferik sinir sisteminde) baglandigi

ve bunlar1 bir endokanabinoid gibi aktive ettigi belirlenmistir (5).

Bu ¢aligmani amaci, revize edilmis bir yBOS 6rnegi hazirlanmasi ve gercege yakin sekilde
hazirlanan bu matris i¢inde A~ THC’nin sivi kromatografi-ardisik kiitle spektrometresi (LC-

MS/MS) yontemi ile belirlenmesi igin yontem gelistirilmesidir.



2.GENEL BILGIi

Toksikoloji, toksik maddelerin 6zelliklerini, organizmadan atilimlarini, etki sekillerini,
degisik matrislerdeki varligini inceleyen bir disiplindir. Toksikoloji, kimyasal maddelerin
canli organizmalardaki sistemler iizerinde istenmeyen, zararli, olumsuz sonuglar olusturan
etkilesmelerini inceleyen bir bilimdir. Toksikolojinin amaci; kimyasal maddelerin canli
sistemler tizerindeki zit etkilerinin dogasini incelemek, bu zit etkilerin meydana gelme, ortaya
¢ikma olasiliklarini 6ngérmek, yarar/zarar oranini ortaya koymak ve risk degerlendirmesini
yapmaktir.
2.1 Toksikolojinin tanim ve tarihcesi

Canli organizmaya alinan her tiirlii yabanc1 maddeye ksenobiyotik denir. Bu ksenobiyotiklerle
organizmanin etkilesiminin arastirildigi, zehir etkisinin maddenin tiirline, maruziyet yoluna ve
stiresine gore incelendigi bilimdalina toksikoloji denir. Kelime anlamina bakildiginda
(toksikon=zehir; logos= bilim, bilgi) kisaca zehir bilimi olarak tanimlanmaktadir. Bu anlamda
multidisipliner bir alandir ve farmasotik toksikoloji, adli toksikoloji, acil veklinik toksikoloji,
cevre toksikolojisi, mesleki toksikoloji, insan performans toksikolojisi, analitik toksikoloji,
gida toksikolojisi ve genetik toksikoloji gibi pek ¢ok alt gruba ayrilmaktadir. Bir kisinin
zehirlenmesine ve/veya dliimiine neden olan ve zehir etkisi gosteren maddelerin kanun adina

ele alimmasi adli toksikolojiyi ilgilendirir.

2.1.1. Klinik toksikoloji

Tedavi sirasindaki bir kigide ilaglarin ve/veya diger bilesiklerin olumsuz etkilerini, yani toksik
bir maddeye maruz kalmas: durumunda nasil tedavi yontemlerinin izlenmesi gerektigi
konularmi igeren toksikolojinin bir alt disiplin dalidir. Cogu klinik toksikolog hastanede
caligir ve tiniversite klinik farmakoloji boliimleriyle yakin baglanti igerisinde yer alirlar. Bir

ilag veya herhangi bir bilesik ile kasitli veya kazara zehirlenen hastalarin nasil tedavi



edilecegine dair tavsiyelerde bulunmaktan sorumludurlar. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de,
Ulusal Zehir Bilgisi Servislerinin bir pargasi olarak yer alirlar. Zehirlenmis hastaya
yaklagimda ve elde edilen ilk 6rnekler lizerinde yapilan analiz sonuglarinin yorumlanmasinda
uzmandirlar.

Ana amaclari; toksik maddelerin (ilaglar veya toksinler gibi) veya diger zehirlenme
gostergelerinin  varligi acisindan hastalardan alman Ornekleri analiz ederek klinikte
meslektasina destek saglamaktir. S6z konusu zehir merkezi aginin veritabanlarini yonetmek
ve zehir bilgi hizmetlerine yonelik telefon basvurularini degerlendirmek de Onemli
ugraslarindandir.

Bu nedenle;

e Bilinmeyen ila¢ taramalar1 — 6rnegin; birinin yigilmis halde bulunmasi durumunda
psikoaktif etki gosteren bir madde kullanimimi belirlemek veya dislamak igin.

e Terapotik ilag takibi - eger bir birey tedavi edilebilir bir hastalik i¢in uzun siireli
ilag tedavisi aliyorsa, hastanin belirli bir dozdan gerekli etkiyi elde edip etmedigini
degerlendirmek i¢in ilag seviyelerini 6lgmek de yine ayni sekilde klinik
toksikolojinin gorevlerindendir.

e Protez tedavisi alan hastalar i¢cin uygunluk testi - eger bir kisi yasadisi
uyusturuculara bagimhi hale gelmisse, benzer ancak daha az zararh etkileri olan
daha az zararh ilaglar verilebilir. Bununla birlikte, ikame ilaclarinin alindigini test
etmek de 6nemlidir.

e Organ transplantasyonu ve/veya kan transfiizyonugibi olgularda vericinin herhangi

bir psikoaktif madde kullanim 6ykiisii olmamasi1 gerekmektedir.



2.1.2. Analitik toksikoloji

Analitik toksikoloji, canli organizmalar iizerinde olumsuz etkiler gosterecek kimyasallarin
analitik kimyanin etkili ve sofistike enstriimanlarini kullanmak suretiyle arastirma yapilan bir
alt disiplindir. Bu enstriimanlar, numune hazirlama, ekstraksiyon, kalibrasyon c¢aligmalari,
maddenin veya maddelerin varligmmin belirlenmesi, tanimlanmast ve miktarinin

belirlenmesinde kullanilan tiim kalitatif ve kantitatif yontemler/teknikler olarak sayilabilir.

Bu disiplin altindaki analizlere 6rnek olarak, insanda hava, su veya gida yoluyla potansiyel
toksik maddelere maruz kalma seviyelerinin belirlenmesi; deneysel ¢alismalarla hayvanlarin
bir maddeye maruz kalma seviyelerinin belirlenmesi ve dogrulanmasi; yine hayvan
caligmalar1 ile ksenobiyotik ve metabolit seviyelerinin belirlenmesi; kan ve idrar 6rneklerinin
yasadisi ilaglarmm veya metabolitlerinin varlig1 agisindan taranmasi vb. ornekler verilebilir.
Kimyasal maddelerden kaynaklanan saglik sorunlarinin tani ve tedavisi ile birlikte tedavi
amacglh ila¢ takibi gibi konularm 1ilgili alan1 analitik toksikolojiye dayanir. Analitik
toksikolojideki giincel teknolojik ilerlemeler, hassasiyet ve 6zgiillik anlaminda s6z konusu
caligmalara gii¢ kazandirirken, tekniklerin asir1 hassasiyetinden kaynakli bazi1 problemleri de
beraberinde getirmistir. Analizler iki asamal yiiriitiiliir. Once tarama, ardindan dogrulama ve

Olgme ya da dislama yontemleri gibi birbirini tamamlayici sistemler mutlaka kullanilmaktadir.

Analitik toksikoloji, biyolojik ve iliskili 6rneklerde ilaglarin ve diger yabanci bilesiklerin
(ksenobiyotikler) ve metabolitlerinin tespiti, tanimlanmasi ve Ol¢limii ile ilgilenir. Analitik
toksikoloji uygulanirken klinik ve adli toksikolojiyi bir araya getirir. Analizler li¢ asamali

yiuriitiiliir. Sistematik toksikolojik analizde ii¢ temel adim bulunmaktadir;

Ornek hazirlama: Homojenizasyon, hidroliz, mikrodifiizyon, Headspace 6rneklemesi, s1vi-sivi

ekstraksiyonu, Kat1 faz ekstraksiyonu, tiirevlendirme.
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Ayirma/tespit etme: Renk testleri, immiinoanalizler, UV / renk reaksiyonlar1 ile TLC; GC,

HPLC, LC ile MS.

Dogrulama: Sonuglart dogrudan veya referans veritabanindan bilesigin parmak izi ile

karsilastirma.

Kan, tikirik, idrar ve BOS gibi sivilarin Orneklenmesi ve analizi analizden Once

homojenlestirme gerektiren kat1 ve yar1 katilara gére daha kolaydir.

2.1.3. Adli toksikoloji

Toksikolojinin alt dallarindan biri olan Adli Toksikoloji, hukuka intikal etmigher tiirlii vakada
zehir etkisi gosterebilecek maddelerin arastirilmasi esasina dayanmaktadir. Adli toksikoloji,
adaletin olugmas1 amaciyla zehirlerin, kasitli-kasitsiz zehirlenme olgularinin incelendigi bilim
dahdir. Adli toksikoloji, canlida ve 6liide, ceza hukuku, medeni hukuk ve sigorta hukuku ile

ilgili olarak ortaya ¢ikan piiriizlerin arastirilmasi ve giderilmesi konusu ile ilgilidir.

Oliimle sonuglanan bir vakanin orijininin belirlenmesinde, olay yerinde ele gegen bir
maddenin s6z konusu zehirlenmeye sebep olup olmayacagmin arastirilmasinda, olay ile
stipheli toksik maddenin iligkisinin incelenmesinde, ters ila¢ etkisi veya asir1 doz madde
etkisinin belirlenmesinde, akut zehirlenme vakalarinda toksik ajanin belirlenmesinde,
kimyasal savas ajanlar1 ve narkotik maddeler ile meydana gelen zehirlenmelerde, madde
etkisi altinda islenen suglarin (cinsel istismar, trafik kazasi, is kazasi, hirsizlik, gasp, cinayet
vb.) aydinlatilmasinda, receteli/regetesiz  ilag  istismarinda, igsyeri maruziyetinin
belirlenmesinde, ticari {iriin igeriklerinin arastirilarak insan saghgmni tehdit edici unsurlarin
hukuki ¢ercevesinin ortaya konmasinda vb. pek cok konuda adaletin tecellisine 151k tutan bu
bilim alan1 eczacilik, kimya, biyoloji, farmakoloji, tip, patoloji, biyokimya, matematik, fizik

gibi temel bilim alanlar1 ile disiplinler arasi isbirligi icerisinde hizmet etmektedir.
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Olay yerinden ve otopsiden elde edilen deliller laboratuarlarda incelenerek 6liim nedeni
bulunmaya calisilir. Delillere oncelikle aranmasi istenilen maddeye gore veya rutin olarak
gerceklestirilen On tarama testleri, test sonucunun pozitif ¢iktigi durumlarda da dogrulama
testleri uygulanir. Zehirlenmeye sebep olan madde tiirii ve miktarmin belirlenmesi 6nemlidir.
Zehirlenmeye yol acan maddenin ne oldugu bilinmiyorsa kan ve idrar Ornekleri alinarak
incelenmek tizere gonderilir. Agir metallerle zehirlenme kuskusu varsa diski, safra, tirnak ve
sa¢ gibi biyolojik 6rnekler de incelenmeye gonderilir.

Adli toksikoloji zehirlenmenin hukuksal yOniinii degerlendirir, maruz kalinan kimyasal
maddenin doz—etki iliskisinin yorumunu yapar. Zehirlenme sonucu olusan 6liim olaylarmni

inceleyerek adli tibba yardime1 olur.

2.1.3.1. Postmortem toksikoloji

Postmortem toksikolojinin amaci genellikle 6liimde veya 6liimden hemen 6nce yasanan
olaylarda uyusturucu veya diger zehirlerin oynadigi rolii belirlemektir. Ek olarak, receteli ilag
kullannominin veya mesleki maruziyetin yol actigr bagimlilig1 degerlendirmek i¢in faydali

olabilir.

Oliim sonras1 yapilan analizlerde, &liimiin meydana geldigi kosullar, 6len kisinin yas1 ve diger
ilaglarin veya alkoliin olas1 varligi dikkate alimmalidir. Diger potansiyel degiskenler sunlardir:
(1) kullanilan analitik arastirmalarin uygunlugu, (i1) analitin / analitlerinstabilitesi, (iii) analiz
icin gonderilen numunenin / numunelerin yapisit ve (iv) viicut sivilarinin, 6zellikle kanin

bilesiminde 6liim sonras1 degisikliklerin olabilecegi gergegi.

Bir 6lim olgusunda postmortem Ornek olarak alinan kan o6rnegi ¢ok degiskendir. Kan
hiicrelerinden biri olan eritrositlerin biiyiik boyutlarda yikima ugramasi (hemoliz) olagandir,
dolayisiyla 6rnegin alinmasindan Once hiicrelerin tortulagsmasi ve / veya piht1 olusumu

meydana gelmis olabilir. Yine de, tam kan drnekleri postmortem toksikolojide yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Bunun em Onemli sebebi (i) postmortem olguda 6rnek alimi nispeten
kolaydir, (ii) genellikle plazma veya serum igerigi olgunun hikayesi hakkinda 6nemli veriler
sunmaktadir. Akut zehirlenmeye bagli 6liim olgularinda, (tedavi sirasinda ve akut maruziyete
bagli) olasi analitlerin konsantrasyonlarmin belirlenmesi, sonuglarin yorumlanmasi i¢in en
azindan bir temel saglamaktadir. Hasta hastanede kaybedilmisse, hastaneye bagvuru anindaki
kan Ornegi ile postmortem Orneklem arasindaki kan konsantrasyon verileri olguyu

aydinlatmada olduk¢a 6nemli veriler saglayacaktur.

Bir ilacin akut toksisitesine tolerans gelistirildigi ve kan analit konsantrasyonlarinda 6liim
sonras1 degisiklik olasiligl, sonuc¢larin yorumlanmasini zorlastirabilir, alternatif matris
analizlerinin sonuglar1 gibi ek bilgilerin bulunabilirligini maruziyetin dogas1 ve biiytikligi

hakkinda daha fazla kanit saglayabilir (43).

2.1.3.1.1.Postmortem toksikolojide siklikla kullanilan

biyolojik ornekler

Otopsi kaynakli 6rnekler olup, kan, idrar (veya mesane yikama sivisi), i¢ organlar (akciger,
karaciger, beyin, bobrek, kalp, mide), mide igerigi (tamami), barsak icerigi, kil, i¢c yag,
kusmuk, safra, goz i¢i sivisi, sag, tirnak, disler, agiz i¢i sivisi, BOS, cilt, svaplar, kemik, kas,
mekonyum (anne karnindaki bebek digkisi), entomolojik 6rnekler (larva, pupa ve eriskin

bocekler) sayilabilir.

2.1.3.1.2.Postmortem toksikolojide kullanilan alternatif

matrisler

[laglarin varhgin degerlendirmek igin bir dizi biyolojik drnek analiz edilebilir, ancak pratikte
bunlarin uygunlugu, numunelerin elde edilebilme kolayligi ve bunlar1 analiz etmek icin

teknolojinin kullanilabilirligi ile smirhidir.
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Bazi durumlarda, ilaglarin tespiti icin alternatif matrislerin ya da geleneksel olmayan
matrislerin kullanim1 ¢ok faydali olabilir. Matrislerin tiirii degiskenlik gosterir, ancak biiyiik

Ol¢tide mevcudiyet, toplama kolayligi ve sonuglarin yorumlanmasimna baglidir.

Farkli ilag matrislerinden elde edilen sonuglar yorumlanirken, terapotik aralik veya bir ilacin

alimdan sonra tespit edilebilecegi siirenin uzunlugu dikkatlice diistiniilmelidir.

Bilimsel teknikler gelistikce ve ilaglar1 ¢ok diisiik konsantrasyonlarda saptama miimkiin
oldukca, alternatif matrislere ilgi artmistir. Toplanmasi cerrahi islem gerektirmeyen,
gerektiginde gozetim altinda gerceklestirilebildigi i¢in nispeten kolay olan tiikiiriik, ter ve sa¢

ornek olarak verilebilir.

Her ne kadar genellikle nispeten az miktarlarda mevcut olsalar da, LC-MS ve GC-MS-MS
gibi daha hassas tekniklerin gelistirilmesinden dolayi, ilaglarin dogru sekilde tespit edilmesi

ve Olclilmesi miimkiindiir.

Postmortem toksikolojide bazi durumlarda hem kan hem de idrar mevcut degildir, bu nedenle
beyin omurilik sivisi, mide icerikleri, goz i¢i sivisi, safra, karaciger ve diger dokular, kas veya
kemik iligi gibi alternatif matrisler analiz i¢in gonderilir. Bu gibi durumlarda, sonuglar1 analiz
etmek ve yorumlamak zor olabilir, ¢iinkii bu matrisler rutin olarak kullanilmadigindan,

referans i¢in yaymnlanmis veri siirhdir.

2.2. Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)

Beyin omurilik stvist (BOS), merkezi sinir sisteminin (MSS) 6gelerini ¢evreleyen bir plazma
ultrafiltratidir (bilesimi, yiiksek molekiiler kiitleli proteinlerin bulunmadigi plazmadir). BOS,
MSS'de beynin ventrikiiler sisteminde (toplam BOS hacminin% 20'sini olusturur) veya
subaraknoid boslukta (toplam hacmin kalan% 80'1) bulunan berrak, renksiz bir sividir. BOS
orneginin viicuttaki toplam hacmi yaklasik 150 ml'dir ve gilinde 450 ml oraninda

tiretilmektedir. Giinde 3 kez kendini yenilemektedir. Olusum orani 20 ml / saat veya yaklagik
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500 ml giindiir. BOS’daki basing daha yiiksek oldugu i¢in fazla sivi, araknoid graniilasyonlar
yoluyla vendz siniislere kolayca emilmektedir. Yetiskinlerde 90 ile 150 ve yenidoganlarda 10
ile 60 ml'lik bir hacmi siirekli korumak i¢in, bu sivi dolasim sivisi iiretimine esit oranda
arakinoid graniilasyonlarindaki kilcal damarlarda geri emilmektedir (102).

Lenf damarlari, kraniyal ve spinal sinir kiliflar1 ve ependimaya da geri emildigi goriilmistiir
(45). Araknoid graniilasyonlarinin hiicreleri, merkezi sinir sistemi (MSS) igindeki basinca
yanit veren ve sivinin geri akisini onleyen tek yonlii valfler olarak islev goriir.

BOS iki sekilde sentezlenir. Hacmin yaklasik % 50 ile 70'1 koroidpleksus ve ventrikiiler
ependim hiicrelerinde salgilanarak meydana gelir. Sivinin geri kalani, koroid kilcal damarlar1
yoluyla kan plazmasinm ultrafiltrasyonu ile sentezlenir.

Beynin ve omurganin i¢indeki korunmus ortami nedeniyle kontaminasyona ve bakteri

istilasina daha az maruz kalir. BOS ¢ok az enzim ve protein igerir.

Superior sagittal
sinus

K -r Arachnoid granulation
‘ X, )_' -;‘-‘—-—Subarachnoid space

Meningeal dura mater

Choroid plexus \
'—,1_ Right lateral ventricle

Interventricular - = A

foramen \ Ly A

Third ventricle

Lateral aperture

Fourth ventricle

Sekil 1: Beyinde BOS dolagimi1
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2.2.1. BOS yapasi ve fizyolojik ozellikleri

BOS bilesimi, kan plazmasmin bilesiminden niteliksel olarak ¢ok farkli degildir, ancak
kantitatif olarak farklilik gosterir. BOS bilesenlerinin konsantrasyonlarini 6lgmek igin
genellikle lomber, nadiren subosipital ponksiyon gergeklestirilir. Dort numune (her Dbiri
yaklasik 2 ml) toplanir. Biyokimyasal, sitolojik, mikrobiyolojik inceleme i¢in ve yedek

numune alinir, 4°C'de saklanir. Fizyolojik bulgular agsagidaki tablolarda 6zetlenmistir:

1. BOS lyon icerigi tablosu

Tablo I. BOS iyon bilesimi

Madde Deger Plazmatik degerin yiizdesi
pH 7,28-7,32
Osmolarite 285 mosm/I
Ozgiil agirhk 1003-1008
Na+ 135-150 mmol/I
K+ 2,0-3,0 mmol/Il
Ca2+ 1,1-1,25 mmol/Il ~ %50
Cl- 115-130 mmol/Il >% 100

2. Besin maddeleri ve proteinler

Tablo 11. BOS molekiil igerigi

Madde Deger Plazmatik degerin yiizdesi

Glikoz 2,2-42mmol /1 | ~%60

Proteinler 0,1-0,40 g/l ~% 1 (cogunlukla kiiciik proteinler,
immiinoglobulinler- 1gG, 1gM)

Laktat 1,1-2,0 mmol/I

Ure 3-6,5 mmol/l

Lipidler 10-30 mg/I
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3. Hicreler

Tablo I11. BOS hiicre bilegimi

Tiir Deger
Eritrositler 0/ mm®
Lenfositler 0-5/ mm’
Bakteriler 0/ mm®

BOS asagidaki islevleri yerine getirir:

1) Mekanik ve destekleyici
Beyin, BOS 6rnegine biitiiniiyle dalmig durumdadir, bu da gergek agirhigm (yaklagik 1500g)
yaklagik 25 g'ye diismesini saglar. Bu mekanizma beyni kendi agirhiginin yol acabilecegi
hasara karsi korur. Beyni, omuriligi, beyinden ¢ikan ve omurilik igerisinde kaslara tasman

sinirleri dis travmalardan korumaktadir.

2) Koruyucu
BOS bir tampon gorevi goriir, beyni ani basing ve sicaklik degisikliklerinden korur, BOS’ta
bulunan bagisiklik sistemi bilesenleri (I6kositler, immiinoglobulinler vb.) ¢esitli patojenlere

kars1 koruma saglar.

3) Metabolik
Sinir dokusu hiicrelerini ¢evreleyen ortamim kompozisyonunu korumaya yardimei olur. Ayni
zamanda kismen besinlerin tedarikini ve metabolik atiklarin eliminasyonunu saglar ve iginde
cesitli sinyal molekiillerinin (ndrotransmitterler gibi) diflizyonunun gercgeklestigi bir ortam

olusturur.
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2.2.2 BOS orneginin klinik 6nemi

BOS, anatomik olarak beynin fonksiyonel 6zelligi ve kan beyin bariyeri sayesinde giiclii bir
izolasyonla korunur, kontaminasyona ve bakteriyel invazyona egilimi azdir. Bu sayede, gerek
Menenjit gibi bulasici, gerekse Alzheimer, Iskemi gibi dejeneratif hastaliklarm tanisinda BOS
analizinden yararlanilmaktadir (7-9).

Cgos(BOS konsantrasyonu), beynin dokular1 aras1 sivi konsantrasyonunu Cyp(baglanmamis
plazma konsantrasyonu)’dan daha dogru bir sekilde ongoriir. Cyp(baglanmamis beyin
konsantrasyonu) ve Cgos, ilag kesfi ve gelistirmede dokular arasi sivi konsantrasyonu igin
temsilci olarak kullanilabilmektedir (12). Ila¢ kesfinde, BOS ila¢ konsantrasyonu (Cgos),
dokular aras1 sivi konsantrasyonu (Cisp) temsili olarak kullamilmistir. Diisiik protein
konsantrasyonlar1 nedeniyle Cgos’un, BOS'taki baglanmamis ilag konsantrasyonuyla 6zdeslik
gosterdigi bildirilmektedir (13).

MSS’ye etki eden ilaglara maruziyetinidegerlendirmede yine BOS’tanfaydalinilmistir. BOS
normalde nispeten korunan bir ortam i¢indedir ve bu nedenle diger biyolojik Orneklerin
mevcut olmamasi durumunda, degerli bir 6rnek saglayabilir. BOS alinmasi, nispeten korunan
bir ortamda oldugu i¢in travmatik 6liim veya ileri ¢liriime durumunda da yardimci olabilir.
BOS c¢ok az protein oldugu i¢in 6rnekteki ilag konsantrasyonlar1 genellikle baglanmamis
plazma konsantrasyonuna ¢ok yakin oldugu bildirilmektedir.

Plazma “serbest fraksiyonu” genellikle tiikiiriik ile dengededir, ancak BOS konsantrasyonu ile
denge, ilacin kan-beyin bariyerini gecebilmesini gerektirir.

Glgli (>% 90) plazma proteinine bagl analitler icin, 'serbest' plazma, tiikiiriik ve BOS
konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok diisiiktiir ve bu nedenle 'serbest' plazma ve BOS ilag
Ol¢timleri zordur ve numune hacmi genellikle smirli oldugu i¢in, yiiksek hassasiyetli analitik

yontemler gerektirir.
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MSS'nin  birgok hastaligi, BOS bilesenlerinin igeriginde ve konsantrasyonlarinda
degisikliklere neden olabilir. Boylelikle BOS un test edilmesi, ayirici tani ve belirli bir taninin
dogrulanmasimda 6nemli bir rol oynar.
Lomber ponksiyon ve BOS muayenesi yapmak i¢in endikasyonlar, diger bozukluklarin yan1
sira Ensefalit, Menenjit, Multipl Skleroz, Norosifiliz ve subaraknoid kanama siiphelerini
icermektedir (119).
Menenjit, MS, paraneoplastik sendromlar, sistemik lupuseritematozus, norosarkoidoz,
serebralanjiit gibi hastaliklarda, BOS protein igerigi incelenerek teshise yardimci olmaktadir
(49). Birgok norolojik hastaligin teshisinde ¢ok 6nemli bir rol oynayabilir.
Beynin ventrikiillerinde anormal BOS birikimi hidrosefalidir. Idiyopatik intrakraniyal
hipertansiyon, BOS basincinda bir artis ile karakterize nedeni bilinmeyen bir durumdur (46).
Bazi anestezikler ve kemoterapi ilaglari lomber ponksiyonla BOS’aintratekal olarak enjekte
edilir, kan-beyin bariyerini gegemeyen maddeler merkezi sinir sistemi boyunca aktif olabilir.
(47). Barisite, bir maddenin insan BOS 6rnegi yogunluguna kiyasla yogunlugunu ifade eder
ve belirli bir ilacin intratekal boslukta yayilma seklini belirlemek i¢in bdlgesel anestezide
kullanilmaktadir.

2.2.3. BOS madde gecis mekanizmasi
KBB'nin ana islevi, MSS dokusunu (6zellikle noronlar1), zararli maddelere karsi korunmaktir.
KBB'nin segiciligi, bir¢ok zararli maddenin MSS'ye gegmesini engeller, beyin fonksiyonu i¢in
gerekli maddelerin girmesine izin verir. Genel olarak, hidrofilik maddeler KBB'yi ge¢emezler.
KBB'in hidrofobik dogas1 ise lipofilik maddelerin steroid hormonlarla gegisine izin verir.
KBB ayrica viicudun bir enfeksiyonla miicadele yetenegini ciddi sekilde engelleyebilecek

antikor ve antibiyotiklerin gegisini onler.
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- Kan-beyin bariyeri (KBB, hematoensefalik bariyer)
Kan-beyin bariyeri terimi, beyin dokusunu kan dolasimindan ayiran bariyeri belirtir. Kan-
beyin bariyeri esas olarak kilcal damarlarin endotel hiicreleri tarafindan olusturulan siki
baglantilardan olusur. Kan beyin bariyeri boyunca tastyicilar, glikoz gibi gerekli maddelerin

beyne diflizyonuna izin verir.

oo | o0 |

Blood

Coa | _oa e

THC

THC THC

Sekil 2: THC’nin KBB’den gecisi. Albiimin ve diger proteinler plazmadaki

THC’nin %97’sine baglanir. ilag tastyicilart THC yi plazmaya geri pompalar.

- Kan-BOS bariyeri
Kan-BOS bariyeri beyin omurilik sivisim1 ve kami ayirir. Kan-BOS bariyeri, maddelerin
kandan BOS’a gecisini kisitlar. KBB'den daha gecirgendir ve bir¢cok plazma proteini beyin
omurilik sivisina gecer (pinositoz veya aktif tasima yoluyla). Tasima ters yonde de gerceklesir

ve BOS’daki maddeler dolasima girebilir.

A.Insan beyni ylizeyindeki 8. BOS-Beyin bariyeri
bariyerler ;

¢ Kan-BOS bariyeri
p. Kan-Beyin bariyeri

Sekil 3: KBB ve Kan-BOS bariyeri
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2.2.4. BOS o6rneginin klinik arastirmalarinin ve analizlerinin tarihcesi

BOS'un ilk bilinen gozlemleri Hipokrat (M.O. 460-375) ve daha sonra Galen'e (MS 130-200)
kadar uzanir. Hipokrat, konjenital hidrosefaliyi tarif ederken beyni ¢evreleyen "su" hakkinda
tartismig ve Galen, beynin ventrikiillerinden buruna bosaldigina inandig1 siviya atifta
bulunmustur (50). Ancak, aradan gegen yaklasik 16 yiizyil boyunca devam eden ¢aligsmalarda
literatiirde BOS’tan bahsedilmemistir. Bu, basin viicuttan ayrilarak, beyin incelenmeden 6nce
BOS kanitlarmi ortadan kaldiran zamanin yaygin otopsi tekniginden kaynaklanmis olabilir.
BOS'un kesfi Emanuel Swedenborg'a atfedilir. 1741 ve 1744 yillar1 arasinda yazilan ve
yasami boyunca yaymlanmayan bir makalede Swedenborg, BOS’dan dordiincii ventrikiiliin
catisindan medulla oblongata ve omurilige salgilanan "damitilmis lenf" olarak bahsetti.
Isvigreli bir hekim ve fizyolog olan Albrechtvon Haller, 1747°de fizyoloji kitabinda beyindeki
"suyun" ventrikiillere salgilanip damarlara emildigini ve fazla salgilanirsa hidrosefaliye yol
acabilecegini not etti. Domenico Contugno baliklarda ve kaplumbagalarda BOS’tan bahsetti.
Francois Magendie, viviseksiyon yoluyla BOS'un 6zelliklerini inceledi. Dérdiincii ventrikiiliin
catisinda ag¢ilan foramen magendie'yi kesfetti, ancak yanlislikla BOS unpiamater tarafindan
salgiland1g1 sonucuna vardi. Thomas Willis, BOS kivammin Menenjitte degistigini not etti.
1869'da Gustav Schwalbe, lenfatik damarlar yoluyla BOS drenajinin olabilecegini onerdi.
1891'de W. Essex Wynter, tiiberkiiloz menenjitini subaraknoid alandan BOS'u uzaklastirarak
tedavi etmeye basladi ve Heinrich Quincke, hem teshis hem de terapdtik amaglar i¢in
savundugu lomber ponksiyonu popiilerlestirmeye basladi. 1912'de bir ndrolog William
Mestrezat, BOS’un kimyasal bilesiminin ilk dogru tanimini verdi. 1914'te Harvey W. Cushing,

BOS'un koroidpleksus tarafindan salgilanmasina dair kesin kanitlar yayimnladi.
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2.2.5. BOS ornek alma yontemleri

Lomber ponksiyonla (omurilikten igne aspirasyonu) elde edilir ve steril tiiplere toplanir.
Omurga kanalina bir ignenin sokuldugu tibbi bir prosediirdiir, lokal anestezi altinda
gergeklestirilir. Subaraknoid bosluga ve toplanan siviya erismek ic¢in bir hipodermik igne
kullanilir. Cisterna magna ponksiyonu da tercih edilir. Alternatif olarak, kafatasi ¢ikarildiktan

sonra ventrikiillerden aspire edilebilir, mevcut BOS’un tiimii alinir.

{ D)
Cross section of lower spine

Cerebrospinal
fluid (CSF)

ooy

Cisterna
magna &

Sekil 4: Cisterna magna ponksiyonu ve lomber ponksiyon

2.2.6. BOS orneginin Adli toksikolojide 6nemi

Kapal1 ortamda bulunan viicut sivilar1 6liimden sonra kandan daha uzun siire korunurlar ve bu
nedenle Oliim sonrasi sinirli kimyasal degisikliklere maruz kalirlar. Kontaminasyon ve
clirimeden daha az etkilenmesi nedeni ile BOS, biiyiik miktarlarda bulundugundan ve 6rnek
alimi kolay oldugundan, bu degisiklikleri arastirmak i¢in uygun bir sivi olarak kabul

edilmistir. Ayrica, BOS'ta bulunan ana molekiillerin, diger viicut sivilarinin ¢ogunun aksine,
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canlilarda bilinen referans degerleri vardir. BOS'taki biyobelirtegler incelenerek, 6liim zamani
hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir (59).

Pragst ve ark. tarafindan 1999 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada eroin kullanimina bagli
29 olimli olguda, goz ici sivilarinda ve BOS o&rneklerinde 6-asetilmorfinin GC/MS ile
belirlenmesi ve bulunan degerlerin s6z konusu olgularin idrarlarinda belirlenen 6-asetilmorfin
(6-AM) verileri ile karsilastirilmasinin yapildigi goriilmektedir. 6-AM igin BOS ve goz igi
stvisi analizinin, idrar testinin negatif oldugu durumlarda bile pozitif sonuglar verebildigi bu
caligma ile bildirilmektedir (10).

Olgularin kan ve perikardiyal sivi Orneklerinde belirlenen konsantrasyonlarin, BOS'ta
belirlenen konsantrasyonlarla kiyaslandigi bir postmortem ¢alismada, GC/MS ile analizler
gerceklestirilerek ilag konsantrasyonlarmin arasinda bir baglant1 arastirilmistir. Bu sebeple
toplamda 103 olguda toksikolojik verilerini gdzden ge¢irmistir. Kimyasal ve farmakokinetik
ozelliklerine bagli olarak c¢esitli narkotiklerin BOS, kan ve perikard sivisi konsantrasyonlar1
arasinda olduk¢a anlamli bir korelasyon bulundugu bildirilmistir. Bu bulgular, BOS'un adli
toksikolojide kanin alternatifi oldugu kadar farmakolojik / toksikokinetik ve postmortem
yeniden dagilimlarin arastirilmasinda da yararli oldugunu géstermektedir. Rutin arastirmalarla
bireysel vakalarda degerlendirmeye katkida bulunulabilecegini bildirmektedir (3).

Sonraki ¢alismalarla BOS o6rneginde MSS’ye etkiyen maddeler/ilaglarn  farkli
konsantrasyonlarda bulunabilecegini gosteren bir dizi ¢alisma goriilmektedir (1,3,10,13).

BOS o6rnegi de kullanilarak aydnlatilan bir ¢ocuk 6liim olgusunda, fethi kabir yapilarak
olimiinden 8 ay sonra otopsi yapilan (¢inko tabutla gomiilii olan) bir aylik kiz bebeginin,
BOS (pg/ml) ve karaciger(pg/g) orneklerinde Amitriptilin ve Nortriptilin miktarlar1 sirasiyla

4,4; 0,6 (ug/ml), 29,8; 3,6 (ug/g) bulundugu bildirilmektedir (55).

BOS 6rneginde belirlenen konsantrasyonlarinin ilag-kan diizeyine orani, oral asetaminofen ve

fenobarbital i¢in yaklasik 0.3-1.2 kati, oral prometazin ve klorpromazin igeren fenotiyazin



23

tirevleri ve intravendz anestezik midazolam igin yaklagik 0.1 kat1 ve terapdtik
konsantrasyonlarda klorfeniramin, dihidrokodein ve kafein gibi soguk ilaglar i¢in yaklasik
0.2-0.9 kat1 olarak belirlenmistir.

2.3.  Psikoaktif maddeler

Psikoaktif maddeler, insan iizerinde kasitli veya kazara maruziyet sonrasi biligsel veya
duygusal zihinsel siirecleri etkileyen maddelerdir. Psikotrop maddeler de denilen bu tiir
bilesikler ilag, yasa dis1 madde olarak karsimiza c¢ikmakta ve uyusturucu ile miicadele
politikas1 dahilindeki tiim madde siniflarmi tanimlayan bir terim oldugu goriilmektedir. Bu
maddelerin hepsi bagimlilik potansiyelleri olmasa da genel anlamda, "uyusturucu kullanim1"

veya "madde kotiiye kullanimi" altinda incelenir ve miicadeleler gelistirilir.

2.3.1.A°-THC

Esrar, Hint keneviri bitkisinden elde edilen siklikla karsilagilan bir yasa dis1 maddedir. Hint
keneviri diinya ¢apinda yetisen bir bitkidir. Kendirgiller (Cannabaceae) ailesindendir. Esrar,
degisen oranlarda kenevir bitkisinin ¢icek veren tomurcuklu tepelerinden, sap ve
yapraklarindan, toz, plaka ve sivi seklinde hazirlanir. Delta-9-tetrahidrokannabinol (THC),
esrarin etken maddesidir. Kimyasal formiilii C21H300, kaynama noktast 200°C, molekiil

kiitlesi 314,47 g/mol’diir (58).

Sekil 5:4°-Tetrahidrokannabinol
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2.3.1.1.A%THC Genel Ozellikleri
A’-THC, Hint keneviri (Cannabis sativa ve Cannabis indica) bitkisinde dogal olarak
sentezlenen, bitkiye haliisinojenik 6zelliklerini veren ana psikoaktif maddedir. Esrar aktif
maddeleri disi ve erkek bitkinin en ¢ok recine, ¢igek ve yapraklarinda bulunur. Tohumda

bulunmaz. Bitkinin disisinde erkegine kiyasla 4-5 kat daha fazla THC bulunur. Bu sebepten

esrar, disi hint kenevirinden elde edilir.

Sekil 6: Kenevir bitkisinin yapraklari, kurutulmus bitki ve sigara halinde esrar

Giiniimiizde kenevir bitkisi ekim ve tiretim alanlarini belirleyebilmek zordur. Hemen her
iilkede, en azmdan iilkedeki ihtiyacin bir kismini karsilayabilmek icin esrar iiretimi
yapilmaktadir. Ancak, uluslararasi ticari boyutlar1 olan esrar iiretimi géz oniine alindiginda,
ilk etapta yasadis1 hashas ekim alanlar1 olan Giineydogu ve Giineybat1 Asya bolgeleri akla
gelmektedir.

Kenevir bitkisinin yapraklarinin {izerindeki reginenin ¢ikarilmasi ile regine esrar, kurutularak
elekten gecirilmesiyle toz esrar, gesitli sekillerde preslenmesi ile pres esrar, aktif maddenin
fazlaca bulundugu iist yapraklardan gonca esrar, esrarin alkol, kloroform, heksan veya petrol
eteri ile damitilmasiyla likit esrar ismi verilen esrar gesitleri elde edilir.

Esrar, en az 6000 yildir tarim, ilag, kagit, tekstil vb. bircok sektdrdeki iirlinleriyle insanliga
hizmet etmis olsa da (24), 20. yiizyil ortalarinda kullanimi ve satist birgok iilkede
yasaklanmistir. Esrarm kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Keyif verici ve sarhos edici

etkisinden baska, onlarca sektérde hammadde olarak kullanilmaktadir. Insanlik tarihinde


http://tr.wikipedia.org/wiki/Cannabis_sativa
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genellikle psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkisel bilesenlerden biri olarak yer

almustir.

Farmakolojik 6zellikleri hakkindaki mevcut bilgimiz, ancak 19. yiizyilin sonundan bu yana
yapilan ¢aligmalara dayanmaktadir.1964’te Cannabis sativa'nin baslica psikoaktif bileseni
olan A’-tetrahidrokannabinol (A®-THC ya da THC) kesfedilmistir(22). Bunu A°-THC'nin
beyindeki spesifik baglanma bdlgelerinin tanimlanmasi (15), kannabinoid 1 (C1)
reseptoriiniin klonlamasi (17) ve ikinci bir reseptor olan kannabinoid 2’nin (C2) kesfi
izlemistir (18). Kenevir bitkisinde 483 farkli tanimlanmis kimyasal bilesen bulundugu

bilinmektedir (25). Bunlarin 66’s1 kannabinoid tiirevidir (26).

Bitkinin THC igerigi bolgesel olarak degisiklik gosterdigi gibi, bazi tiirlerindeTHC
bilesimi %1l'den az bulunmaktadir. Sakinlestirici, haliisinojenik, afrodizyak, uyutucu ve
analjezik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Keyif verici etkisi nedeniyle kullanimi g¢ok
yaygindir. Esrar, kek, kurabiye veya seker gibi yiyeceklere karistirilabildigi veya ¢ay olarak
demlenebildigi bildirilmektedir (121). Son dénemde elektronik sigara kullanimina bagl acil
polikliniklerde rastlanmis ileri akciger rahatsizlig1 ve 6liim olgularinda yapilan incelemelerde

hastanin biyolojik 6rneklerinde THC igerigine rastlandig: bildirilmektedir (120).

Diinyada, ¢ok eski tarihlerden bu yana yaygin olarak kullanilan bir uyusturucu madde olan
esrarm, her toplumda degisik adlarla anilan degisik fiziksel Ozellikte bir¢ok cesitlerinin
bulundugu goriilmektedir. Diinyada en sik karsilagilan yasadisi madde olan esrarin farkh
bulunma sekilleri ve kullanim yontemlerinin 6zellikle genglerde gesitli akil sagligi sorunlari
ile iligkilendirildigi goriilmektedir (31,32).

Kannabinoid tiirii bilesikler, bitkide kannabinoik asitleri olarak sentezlenir ve depolanir,
ancak bitkisel iiriin kurutuldugunda ve isitildiginda asitler A%-THC gibi tiirevlere

dekarboksilasyon yolu ileyavas yavas doniismektedirler (122).
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Sekil 7: Bitkide THC ve tiirevlerinin sentez gdsterimi

Yine son donemde giincel olan konulardan biri de “Skunk” bitkisidir. Skunk, genetigi
degistirilmis bir Hint kenevir bitkisi olup farkli tiirlerin birbirleriyle ¢iftlestirilmesi sonucu
elde edilmistir ve etki derecesinin esrardan 20 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir
(TUBIM). Ingiltere'de yillardir iklim sebebiyle Hint keneviri iiretilememesinin, Skunk
bitkisinin laboratuvarda gelistirilmesine sebep oldugu bildirilmektedir. Ingilizcede kotii
kokusundan dolayr kokarca olarak anilan "Skunk" yasa disi madde tiirii, Ingiltere'de
uyusturucu pazarinin yiizde 80'ini olusturmaktadir. Ulkemizde ise 2019 yil1 verilerine gore 11
ton Skunk bitkisi ele ge¢irildigi bunun bir dnceki yila gore %530 artis oldugu kaydedilmistir.
Yesil kokain diye adlandirilan bu tiiriin, tilkemizde ilk defa 2014 yilinda Corlu’da yapilan bir
baskinda ele gegirildigi goriilmektedir (40). Skunk esrar s6z konusu oldugunda, kiside doz

asimu etkisinin goriilme olasilig1 ¢ok yiiksektir.

Esrar tiitiine ya da tombekiye karistirilarak sigara veya nargile seklinde igilebilir. Sivi hali

damara ya da deri altina enjekte edilebilir. Bitki materyali metil alkolde kaynatilir, siiziiliir ve
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sonra hasis (kubar) yagi olarak bilinen kalin, yapiskan bir sivi elde edilene kadar

buharlastirilir. Yiiksek kaliteli hasis %50°den fazla THC igerebilir.

Sekil 8: Hasis, hasis yagi ve infiizyon tereyag

Esrar, kanser hastalarinin kullandigi terapotik ajanlarm advers etki olarak gosterdigi bulanti
ve kusma gibi etkileri bertaraf etmede, glokomlu kisilerde g6z i¢i basincini diisiirmede ve

AIDS velveya kanser hastalarinda istah artirmak gibitedavi amaglida kullanilmaktadir.
2.3.1.2.A°-THC Absorbsiyonu, Dagilim ve Eliminasyonu

A%-THC vyiiksek dagilm hacmine sahiptir ve bashca lipoprotein olmak iizere %97-99'u
plazmada proteine bagli olarak bulunmaktadir. Kandaki THC konsantrasyonu, doku dagilimu,
hepatik metabolizma, idrar ve fekal atilimin bir sonucu olarak sigara igildikten sonra hizla
azalmaktadir. A>-THC kan-beyin bariyerini kolayca gegerek reseptérlerine (CB1 ve CB2)
baglanir, boylelikle merkezi sinir sistemi iizerinde etki olusmasimni saglar. A*-THC viicuttan
hizli bir sekilde emilerek akciger ve karacigerde aktif metaboliti olan 11-hidroksi-A%-THC ye
doniismektedir. THC yiiksek oranda lipofilik oldugundan, kalp, akcigerler, beyin ve karaciger
de dahil olmak fiizere yiiksek kan akismma sahip dokular tarafindan hizla emilmektedir.
Lipofilik (yagda ¢6ziinen) karakterinden dolay1 emilimini takiben yag dokuda birikir ve yavas
salinimla tekrar dolasima gecebilme 6zelligi bulunmaktadir. Bu nedenle viicuttan atilmasi
olduk¢a yavas olan kannabinoidlerin kandan temizlenmesi giinler alabilir. Bu durum 6zellikle
yaglt dokuya sahip kisilerin idrar taramasinda, alimi takiben bir hafta sonraya kadar esrar

kullanim 6ykiisiiniin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir.
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Kannabinoid sistemi olusturan kannabinoid reseptorler, endokannabinoidler ve
endokannabinoid sentez ve inaktivasyonunda rol oynayan enzimler ozellikle enterik sinir
sisteminde bagta olmak {izere tiim gastrointestinal kanalda yaygin olarak saptanmustir. Yapilan
calismalarla kannabinoid sistemin gastrointestinal kanalda bir¢ok farmakolojik etkisi oldugu
gosterilmistir. Viicudun her yerinde bulunan kannabinoid reseptorleri, istah, agri hissi, ruh
hali ve hafiza gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde rol almaktadir. Esrarin psikoaktif bileseni olan
A®-tetrahidrokannabinol (THC), kimyasal olarak iiretilen sentetik kannabinoidler ve insan ve
hayvanlarda dogal olarak {iretilen endokannabinoidler, kannabinoid reseptorlerine baglanarak
etki gosterirler. Kannabinoidler, beyinde ayni anda birden fazla kanal ve reseptor sistemi

uzerinde etkili maddelerdir.

1988 yilinda esrarin ana etken maddelerinden olan tetrahidrokannabinoliin (THC) (14) sigan
beyninde bir baglanma bolgesinin oldugunun kesfedilmesi ile baslayan arastirmalar (15),
beyindeki muhtemel bir reseptdr proteininin varligimi isaret etmistir ve bunu takiben
1990’larda fare beyninde ilk kanabinoid reseptorii olan CB1 klonlanmustir (16,17). Ug yil
sonra da bagisiklik sisteminde CB2 reseptorleri klonlanmistir (18). Boylece tiim kannabinoid
agonistlerin CB1 ve CB2 reseptorler tizerinden etki gosterdigi bulunmustur. CB1 en fazla
santral sinir sisteminde, CB2 daha ¢ok bagisiklik sistem dokularinda, bir diger reseptér olan

GPR55 ise merkezi sinir sisteminde ve ince barsakta bulunmaktadir (57).

Insan  viicudunda bu reseptorler iizerinden etki ederek memeli dokusunda
endojenkannabinoid reseptorleri aktive eden anandamid ve 2-arasidonil gliserol gibi
endokannabinoidler oldugu saptanmustir. Lipid yapidaki bu maddeler iiretildikten hemen
sonra hiicrelerden salindiklari; CB1 ve CB2 reseptorleri aktive ederek biyolojik yanit
olusturduklar1 bilinmektedir. Kanabinoid reseptorler G-proteiniyle kenetlenmis reseptor
(GPCR) ailesi grubundandir (21). THC ve tiirevlerinin (kanabinoidler) bir¢ok fizyolojik ve

patofizyolojik siirecte dnemli rolleri oldugu gosterilmistir (19,62).
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Insanda THC nin farmakolojik etki iiretmek i¢in gereken minimum dozu 2 ile 22 mg arasinda
belirlenmistir (53). Daha az kan akis1 olan dokular THC'yi daha yavas biriktirir ve daha uzun
bir siire boyunca salinim ile viicutta serbest birakirlar; kronik esrar kullanicisinin yag dokuda
depolanan esrar1 giinlerce kana yeniden birakabildigi gorilmistir (52). THC'nin
enterohepatik dolagima (karaciger-barsak dongiisii) katilmasi, plazmadaki terminal yarilanma

sliresini uzattig1 bilinmektedir.

Esrarin istah acici bir etkiye sahip oldugu, kullanicilarda esrar igtikten sonra ¢ok miktarda
yemek yeme istegi uyandirdigi bildirilmektedir. Bir kisi esrar sigarasi i¢tiginde, THC hizla
akcigerlerden kan dolasimma gecer. Kan kimyasal maddeyi beyne ve viicuttaki diger
organlara tasir. Kisi oral yolla aldig1 zaman viicut THC'yi daha yavas emer. Bu durumda,

etkileri genellikle 30 dakika ile 1 saat sonra hissedilir.
- Biyoyararlanim

Biyoyararlanim terimi, Verilen ilacin sistemik dolasima kimyasal degisiklige ugramadan
gegen kismi olarak ifade edilmektedir. Her ne kadar kisiden kisiye farkliliklar olsa da, bir
ilacin damar ig¢ine uygulanabiliyor olmasi, biyoyararlanimmin yiizde 100 oldugunu ifade
etmektedir. Bir etken maddenin sigara formunda igilmesi (~%25) veya oral yoldan (~%6)
almmasi, biyoyararlanimi azaltmaktadir (eksik emilim veya karacigerdeki enzimler tarafindan
ilk ge¢is metabolizmasi nedeniyle). Her maddenin oldugu gibi esrarmn farmakokinetigi de

uygulama yoluna gore degisiklik gostermektedir (70).

Ortalama 60 kilogram agirhigma sahip bir birey igin bir dozesrar alimi sonrasi, maddenin
yaklasik %901 baslica metabolitleri olarak, %65 civar1 digk1 yolu ile ve %25°den fazlas1 idrar
yolu ile atilmaktadir. Sigara olarak esrar alimina bagl olarak ara sira esrar igenlerde idrardaki
saptama siireleri, iki ile bes giin arasinda degisirken, kronik kullanicilarda (her giin) bu siire

bir haftaya kadar uzayabilmektedir (52).
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- Tolerans

Tolerans, tekrarlayan ve sabit dozlarda bir etken maddeye/ilaca maruz kalindiginda, o doza
bagli etkisinin zamanla azalmasma neden olan degisikliklere kars1 viicudun gelistirdigi bir
adaptasyon durumudur. Tolerans ve yoksunluk yasa dis1t madde kullaniminin agik belirtileridir.
Eger tolerans belirtileri ortaya ¢ikmaya baslarsa, tilketim olmadigi zaman yoksunlukla iligkili
semptomlar goriilecektir. CB1 reseptoriiniin kronik aktivasyonu, reseptor duyarsizlastirmasi

tirettiginde toleransla sonuglanir (51).

Bazi kisilerde ise “ters tolerans” gozlenebilmektedir; yani kullanildik¢a zamanla daha gii¢li
etkiler de goriilebilmektedir (123). Bu durum sadece esrara Ozgiidiir ve son kez alimini
takiben aylar sonra bile baz1 dokularda tespit edilen THC’nin uzun bir yar1 dmrii olmasi

nedeniyle gelisebilir.

2.3.1.3. A>-THC’nin Metabolizmasi

Esrar, diinyadaki en eski ve en ¢ok istismar edilen yasa dis1 maddelerden biridir ve kullanimi1
patolojik ve davranmigsal toksisite ile iligkilidir. Farmakokinetik siire¢ler dinamiktir, zamanla
degisebilir, bu nedenle, kannabinoidfarmakokinetigini ve kannabinoidlerin biyolojik sivilara
ve dokulara ge¢isini anlamak adli toksikolojide oldukga 6nemlidir. Tedavi edici bir ilacin
farmakokinetigini anlamak, farmakodinamik etkilerinin baslangicini, biiyiikliigiinii ve siiresini
anlamak, terapotik etkisini en iist diizeye ¢ikarmak ve olumsuz advers etkileri en aza indirmek

icin gereklidir.

Kannabinoid farmakokinetigi sirasiyla su basamaklar1 kapsamaktadir; farkli formiilasyonlarda
ve farkli alim yolu sonrasi emilimini, viicuttaki dagilmini ve karaciger ve ekstra hepatik

dokulardan metabolizasyonu sonrasi digki, idrar, ter, oral siv1 ve sag¢ yolu ile eliminasyonu.

THC metabolizmasi ¢ogunlukla karacigerde gerceklesir ve uygulama yoluna bagli olarak

farkli metabolitler baskmlik gosterebilir. En 6nemli metabolitleri kendisi gibi psikoaktif
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ozellik gosteren kannabinol (CBN) ve psikoaktif 6zelligi olmayan kannabidiol (CBD)’diir.
THC karacigerde hepatiksitokrom P450, oksidazlar 2C9, 2C19 ve 3A4 enzimleri tarafindan
baglica metabolitleri 11-OH-THC, THC-COOH ve glukuronid konjugatlarina metabolize
olmaktadir. Esrar tiirevleri icinde metabolizasyon sirasinda halka agilmasi ile sonuglanmig bir
bilesik varsa, bunlarin psikoaktif 6zelligi kaybolmaktadir. Dolayisiyla CBD metabolitinin
psikoaktif 6zelligi yoktur. Aksine, bilesigin giin gegtikge tibbi anlamda tedavi edici 6zellikleri

kesfedilmektedir (130).

Yapilan arastrmalar, kismi bir agonist olarak A>-THC'nin, CB1 afinitesinde anandamide
benzedigini, CB2 reseptorlerinde in vitro olarak CB1 reseptorlerine gore daha diisiik etkinlik
sergiledigini gostermistir (33). CB1 reseptorleri esas olarak beyinde bulunur, ancak periferik
sinir sistemi, karaciger, tiroid, uterus, kemikler ve testis dokusuna da yayilmiglardir (34-36).
CB2 reseptorleri ise ¢ogunlukla bagisiklik sistemi hiicrelerinde, dalakta, mide bagirsak
sisteminde ve kismen beyin ve periferik sinir sisteminde bulunurlar (38,36). CB1 ve CB2

reseptorlerinin her ikisine birden sadece insan plasentasinda rastlanmaktadir(37).
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2.3.1.4. A°>-THCToksisitesi

Esrar kullanimina bagli zehirlenmelerde, diger yasa disi madde zehirlenmelerinde oldugu gibi
kisinin metabolizmas1 ve aldig1 doz gibi bireysel farkliliklarin 6nemli oldugu bilinmektedir
(132). Esrara bagl zehirlenmelerde en yaygin gozlenen belirtiler arasinda asir1 agiz kurulugu,
renkleri canli ve hareketli gorme gibi yanilsamalar, glilme krizleri, zaman-mekan algisinin
yitirilmesi ve bellek kaybi gibi sanrilara bagli ¢esitli olumsuzluklar goriilebilmektedir.

Ilk dozun ardindan olusan etkileri arasinda ise; gdz bebeklerinde biiyiime ve kizarma, agizda
kuruluk, kalp atiglarinda hizlanma ve tansiyonda degisiklikler, yer ve zaman algisinda
bozulma, sersemlik, panik hali, agir1 giilme, siirekli konusma istegi, kuskuculuk, hayal gdrme,
var olmayan sesler duyma, korku ve kaygi hissi gibi duygu durum bozukluklar: gériilmektedir
(52).

Esrar alindiktan sonra goriilen fizyolojik belirtiler, alinan maddenin dozuna, maddenin saflik
durumuna, maruziyet siiresine ve bireysel varyasyona bagl degistiginden esrara bagl olarak
ortaya ¢ikan fizyolojik belirtilerin de farklilik géstermesi beklenecektir. Kullanima bagli 6liim
goriilmeyen ve illegal madde grubunda en sik ortaya ¢ikan esrar maddesinin, fiziksel
bagimlilik yapmadigi ancak uzun siire kullanimda solunum ve malignite riskleri ortaya

¢ikardigi bildirilmektedir.

Psikoaktif etkiler elde etmek icin rekreasyonel esrar alimi1 genellikle olumsuz etkilere neden
olabilir, ¢iinkii esrar kullanicisi tarafindan istenen etkiye ulasan dozlar ve zararh etkileri

arasinda gerekalim yontemi gerekse ylizde icerigi farkli oldugundan net bir sinir yoktur.

Ergenlerde ve yetiskinlerde, solunum yolu ile alinan 2 ile 3 mg delta-9 tetrahidrokannabinol
(THC) veya oral olarak 5 ile 20 mg araliginda alinan dozda, dikkat, konsantrasyon, kisa siireli
hafiza ve yiiriitiicii islev bozuklugu bildirilmektedir (63, 70, 73, 103-116). Bulanti, postural

hipotansiyon, deliryum, panik atak, anksiyete ve miyoklonik sarsint1 da dahil olmak iizere 7.5
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mg/m? THC'den yiiksek dozlarda daha ciddi advers etkiler goriilmektedir (111, 112). Cok

daha yiiksek konsantre esrar {iriinlerinin kullanimi, psikoz ile de iliskilendirilmistir (117, 118).

Cocuklarda THC’ye bagli toksisitenin ¢ogunlukla yiiksek konsantrasyonlu bir gida iriinii
(8,9,50-55) veya hashas reginesinin (56) oral alimindan sonra bildirildigi goriilmektedir.
Pediatride 5 ile 300 mg arasinda tahmin edilen oral dozlar, hafif uyku hali, ataksi, duygu
durum degisiklikleri, ekstremitelerin asir1 ve amagsiz motor aktivitesi (hiperkinezi), koma ve
solunum depresyonu gibi daha siddetli zehirlenmeyle iliskilendirilmis ¢ok ¢esitli semptomlar
rapor edilmistir. Ornegin, oral alim sonras1t THC zehirlenmesi i¢in acil servise bagvuran 38
cocuktan olusan bir olgu sunumunda, derecesine gore semptomlarin hangi doza karsilik
geldigi bildirilmistir. Buna gore kilogram basma 3.2 mg gibi bir THC alimimna bagli sadece
gbzlem ve minimum tibbi miidahale ile tedavi altina alindigini, digerlerinde kilogram basina
7.2 mg dozda THC aliminda hastalarin yatarak tedavi altina alindigi ve orta dereceli tibbi
miidahale ile kontrol altina alindigi, son olarak da kilogram basina 13 mg THC dozuna
karsilik ise hastalarin yogun bakim finitesinde ciddi tibbi miidahalelerle iyilestirildigi
bildirilmistir (57). Hastalar arasinda ilk defa THC maruziyeti olanlarda daha sik uyusukluk
veya uyku hali gozlendigi ve klinik semptomlarin uzun siire gézlemlendigi bildirilmistir.
Benzer sekilde, konsantre haghas re¢inesi Fransa'da daha yaygin hale geldiginden, bebekler ve
kiiciik ¢ocuklar arasinda yillik hastane basvurularinda ciddi artis meydana geldigi

bildirilmistir (56).

Kronik kullanimda azalma veya ani kesilme, orta dereceli yoksunluk sendromuna yol actigi
bildirilmekle birlikte, endise hali, huzursuzluk, titreme, asir1 sinirlilik, istahta azalma, kilo

kayb1, uykusuzluk, terleme, migren tarzi bas agrist gibi belirtiler goriildiigii rapor edilmistir.

Ortalama bir insanda yaklasik 20 mg THC dozunun inhalasyon yolu ile alimma bagl pik

plazma seviyesi 10 ng/mL olarak tespit edilmistir (53).
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THC’nin toksikdoz araligi, 5 mg/m? oral THC alimi hafif derecede merkezi sinir sistemi
semptomlari ile tolere edilebilir iken 15 mg/m® oral THC alim ile daha ciddi merkezi sinir
sistemi semptomlar1 goriilebilmektedir. Insanda tahmini THC letal dozunun kilogramda 30
mg olarak belirtilse de, belirgin sekilde THC’nin toksik veya lethal dozunu belirlemek,

maddenin saflik derecesi ve alim yoluna bagli oldugundan oldukg¢a zordur.

Yine de Merck indekse gére, THC'nin bireylerin % 50'sinin liimiine neden olan doz (LDso)
susam yaginin i¢inde hazirlanarak oral yolla erkek ratlarda kilogramda 1270 mg , disi ratlar
icin 730 mg oldugu belirlenmistir. inhalasyonla alimda ise kilogram basma 42 mg 6liimciil

doz olarak belirlenmektedir (58).
2.3.1.5. Kronik A°-THC Zehirlenmesi

Bilindigi gibi bir kimyasal maddeye maruz kalma sekli toksisiteyi etkiler. Maruz kalma sekli,
maruz kalma siklig1, zamani ve siiresi, maruziyette maddenin organizmaya giris yolu, verilis
sekli ile toksisite yakindan ilgilidir. Dolayisiyla, uzun siireli ve yogun esrar kullanimi, kiside
cok ciddi fiziksel ve ruhsal hastaliklara yol agabilmektedir. Ogrenmede gii¢liik ve hafizada
ciddi hasarlara yol ac¢tig1 goriildiigli gibi, ¢esitli odaklanma problemleri ve reflekslerde ciddi
deformasyonlar, uyku ve istah bozukluklarmin da kalict ruhsal hastaliklar1 tetikledigi
(6zellikle sizofreni goriilme riskinin 7 Kat arttigi belirlenmistir) oksiiriik, goglis agris1 gibi
ciddi akciger enfeksiyonlari, ayrica dogurganligm azalmasi, hamilelik dénemi anomalileri ve
diisik yapma riskinde artis; fetiiste gelisim geriligi, erkek kullanicilarda ise testosteron
hormonu saliniminda azalma, gogiislerde biiyiime ve buna bagli sperm sayisinda azalma
gorildigi bildirilmektedir (131).

Yapilan arastirmalar, 10’lu yaslarda esrar kullanmaya baslayan ve devam eden esrar kullanim
bozuklugu olan kisilerin 13-38 yaslar1 arasinda ortalama 8 puan kadar 1Q’da azalma oldugunu

gostermistir (27). Diizenli, uzun siireli esrar kullanimi bazi kisilerde “Kannabinoid
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Hiperemezis Sendromu” gelismesine yol agabilir. Kullanicilarin diizenli olarak siddetli

bulant1, kusma ve dehidrasyon dongiileri yasamasina neden oldugu da bildirilmektedir(28).

2.4.  Kromatografi

Kromatografi, bir karigimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
iizere birbirleriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi yontemidir.
Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz tizerinde, degisik hizlarla hareket
etmeleri esasma dayanir. Mikhail Tsvet, 1900 yilinda bitki pigmentleri {lizerine yaptigi
arastirmalar sirasinda kromatografiyi icat etmis, ‘kromatografi’ terimini ise ilk kez 1906°da
yayinlanan bir makalesinde kullanmistir.

Ayrilma mekanizmalarma (adsorbsiyon, jel filtrasyon...vb.), uygulama big¢imine

(diizlemsel, kolon), faza (siv1, gaz) gore kromatografi tipleri gruplandirilmaktadir.
2.4.1. Sivi kromatografisi (Liquid Chromatography - LC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC) bir sivida ¢6ziinmiis bilesenlerin, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kati bir destek {izerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere
girmesi, kolon i¢inde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin
kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanur.

Iyi bir ayrim saglanarak kolondan ¢ikan maddelerin tek tek tanimlanmas1 amaciyla kalitatif ve
kantitatif analizlerin yapilabilmesi i¢in farkli dedektorler kullanilmaktadr. Kiitle
spektrometresi atom veya molekiilleri iyonlastirarak, olusan iyonlar1 kiitle-yiik (m/z) oranina
gore swralayan analitik bir tekniktir. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS),
oldukca karmasik karisimlarda bile analit veya analitlerin ayrilmasini ve 6lgiilmesini saglayan
iki secici teknigin birlesimidir. LC; bilesikleri fiziko-kimyasal 6zelliklerine ve farkli tutunma
kapasitelerine gore birbirinden ayirirken, MS; bilesikleri ayr1 ayr1 kiitle / yiik oranlarma gore

parcalar ve elde edilen parmak izi niteligindeki kiitle spektrumu bilesigi tanimlamay1
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saglamaktadir. Bu iki se¢iciligin bir araya gelmesi LC-MS 'i gii¢lii bir analitik yontem haline
getirmistir (76).
Stvi kromatografisi, bir kiitle spektrometreye az ucucu bilesikler i¢in érnek verme isleminde
uygulanan tekniklerden biridir. Kompleks karisimlar nce sivi kromatografisi ile ayrilir, her
bir bilesenin tanimlanmasi ve miktarlarinin saptanmasi igin kiitle spektrometresine verilir.
Kiitle spektrometresi ile ¢aligmalarda sistemin vakum altma tutulmasi gerekir; bunun temel
nedeni ortalama serbest yolu yiikseltmektir. LC-MS sistemlerini birbirine baglamak igin,
cesitli arayiizler kullanilmaktadir. LC-MS icin en yaygin kullanilan arayiizlerden biri
elektrosprey iyonizasyondur (ESI). Elektrosprey iyonizasyon, polar ve ugucu olmayan
bilesikler icin ideal bir iyonizasyon ydntemidir. Ornek kromatografi kolonundan ciktiktan
sonra, kiitle spektrometrenin girisinde bulunan bir transfer hattindan gecer ve ESI ile
iyonlastirilir, fragmanlara (parcaciklar) ayrilir. Bu yontemin avantaji biiyiik ve 1s1 ile kolayca
parcalanan maddelerin mol kiitlelerinin belirlenebilmesidir.
Cesitli kiitle spektrometreleri arasindaki temel farklilik, iyonlar1 ayirma sistemleridir.
Yaygin kullanilma sebepleri duyarlhiligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen bilesiklerin ayrilmasma uygunlugudur.
Teknik oldukea yiiksek ayrim sagladigi gibi, olusturulan kiitiiphanesi ile de yiiksek tanimlama
saglamaktadir. Mobil fazin yiiksek basingla ilerlemesi saglandigi icin de Yiiksek Basingli S1vi
Kromatografi olarak da adlandirilir. HPLC tinitesi; degazor, pompa, oto 6rnekleyici, kolon ve
dedektor kisimlarindan olusmaktadir.

Mobil Faz: Analiti tasiyan hareketli fazdir, genellikle su ve sulu tampon ¢ozeltiler,
bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri veya organik c¢oziiciilerden
olusur. Bilesimi ve pH degeri ayrim1 direkt etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve kolona

gbre mobil faz secilmelidir.
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Degazor: Mobil fazdaki hava kabarciklarinin ve ¢oziinmiis havanin giderilmesini saglar,
kullanilan mobil faz adedi ve pompa tiplerine gore uygun degazorler bulunmaktadir.

Pompa: Degazorden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme ve kolon {initesine gonderir, bu islemi
akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir.

Oto drnekleyici: Analitlerin kolon ve detektore gonderilmesini saglar. Bazi {linitelerde
sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma ozellikleri vardir. 10 vialden 1000 viale kadar
degisik kapsitede olanlar1 bulunabilir. Oto 6rnekleyiciye numune verirken en 6nemli konu
numunenin temiz olmasidir, aksi halde sistme ¢abuk kirlenir veya tikanar.

Kolon- Kolon Firini: Kolon (sabit faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden
yararlanarak birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle celik, PEEK (polietereterketon
plastigi) ve camdan imal edilir, i¢i belli dlgiilerde sabit fazla doldurulur ( silika veya polimer
gibi ). Kolon Firin1 kolonu saklamak ve sabit sicaklikta tutmak i¢in kullanilir. Blok 1siticili,
kacak sensorlii, multi kolon teknolojili, fanli ve Peltier kolon firmlar1 mevcuttur.

LC-MS'in (HPLC-MS) diger yontemlere tercih edilmesinin en 6nemli sebeplerinden biri,
genis bir araliktaki bilesikleri analiz edebilmesidir. Polar ve termal olarak kararsiz / yliksek
molekiiler kiitleli analitleri, oOzellikle turevlendirilmeden analiz edilebilme imkani
saglamaktadir. Kiitle analizorlerini seri baglayarak MS'nin glicii  6nemli Olgiide

artirtlabilmistir (137).

2.4.1.1. Ardisik (Tandem) Kiitle Spektrometresi - (MS)"

Kiitle spektrometresi, analiz 6rneginin buharlastirilmasi, iyonlastirilmast ve olusan iyonlarin
kiitle/yilik (m/z) degerlerine gore ayrilarak kaydedilmesi islemleri i¢in gelistirilmis bir cihazdir.
Gaz haline doniistiirilmiis bir kimyasal madde, molekiiller arasindaki ¢arpismalarim minimum
olacagi bir basingta, sicak bir tungsten veya renyum flamandan yayilan elektron (e-) demeti

ile bombardiman edilir. Elektronlarin enerjisi bilesigin iyonizasyon potansiyeline kadar
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yiikseltilirse, molekiilden 1 e ayrilmasi sonucunda pozitif tanecikler serisi meydana gelir.
Madde molekiillerini bombardiman eden elektronlarin enerjisi artirilirsa, molekiiler iyon daha
ileri par¢alanmalara ugrar, olusan iiniteler fragman olarak nitelenir. Degisik kiitlelerdeki iyon
akimlarmin konsantrasyonla olan iliskisinden yararlanilarak kiitle spektrumu elde edilir.

Iyonlarin bagil miktarlarinin (kiitle/yiik) oranlarma gore cizilmis grafigine kiitle spektrumu

denir.
Yuksek Vakum Sistemi Pompalar
18
Omek : . Data
lyon Kutle £ : :
\"} . S S Dedekt Sist
Sies::__"':. Kaynagi Analizoru i Lo .SKZ';':! Ve
| | | | |
Batch (Yigin) El Magnetic Mikrokanal PC
Direkt Prob, Ci Sector Levha Sun PARK
DIP FAB Kuadropol (Q) Elektron DEC
GC API: ESI, TOF Multiplier Kutle
LC APCI lyon Kapani Hybrid (PMT Spektrumu
MALDI FT-ICR ile)
LSIMS*

LSIMS < liquid secondary lon

Sekil 10: Bir kiitle spektrometrenin diyagram goriiniimii

e Manyetik alanl spektrometreler:
Tek odakli spektrometre: Yalnizca manyetik alan igerirler.
Cift odakli spektrometre: Manyetik alan ve elektriksel alan igerirler.
e Kuadrupol kiitle spektrometresi
e Ucus zamanh spektrometre: Iyonlarin ayrilmasi igin degisik kiitleli iyonlarm ayni
gerilimle hizlandirildiklar1 zaman ayni siirede degisik hizlar kazanmalar1 6zelliginden

yararlanilir.
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e Iyon-Siklotron Rezonansi spektrometreleri: iyonlar bir iyon-siklotron hiicresine
alinarak, diizglin bir manyetik alanda, dairesel yol izleyen iyon demetine sabit bir rf
gerilimi (77-770 kHz) uygulanir.

Kuadrupol kiitle spektrometresi

Yiiksek ayirima sahiptir. Dort kutuplu (kuadrupol) analizérler iyon demeti yoluna paralel
yerlestirilmig dort silindirik ¢ubuktan olusur; karsilikli ¢ubuklar ayni polaritede, komsu
cubuklar zit polaritededir. Her bir gubuga dogru akim ve radyo frekansi (rf) gerilimi uygulanir.
Ayirma borusuna kii¢iik bir yariktan giren iyonlar arasinda ancak belli bir m/e degerinde
olanlar, sabit bir dogru akimda veya rf (radyo frekansi) geriliminde g¢ubuklar arasindan
gecerek dedektore ulasirlar. Spektrum dogru akim gerilimini veya rf gerilimini degistirerek

kaydedilir.
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Sekil 11:Kuadrupol analizér

LC-MS/MS sistemleri iki tarama kuadrupolii (Q1 ve Q3) ve bir adet parcalanma hiicresinden
(Q2) olusmaktadir. Hedef iyon ilk kuadrupol tarafindan segilerek parcalanmasini indiiklemek
icin inert gaz dolu ikinci hiicreye gonderilir. Ql'den gegen iyon, prekiirsér iyon olarak
adlandirilir. Parcalanmis iyonlar ayirilmak ve dedekte edilmek {iizere iiglincii kuadrupole

yollanirlar.
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Sekil 12: Ardisik Kiitle Spektrometresi



40

Ardigik kiitle spektrometrometrik teknikler, bilesigin yapisinin tanimlanmasi ve segici bilesik
veya bilesik smifi analizlerinde, ayrica iyon-molekiil reaksiyonlarmin analitik kullanimi ve
calismasinda kiitle spektrometresinin (MS) giiciinii yiiksek oranda arttirmistir (85).

Ayn1 zamanda, ardigik kiitle spektrometresinin s1vi kromatografi ile kombine edilmesi, LC'nin

zay1f kromatografik kapasitesini telafi etmistir (84).

2.4.2. Adli toksikolojide LC-MS/MSuygulama alanlari

Gerek klinik gerekse adli toksikolojide; kan, plazma, serum veya sa¢ gibi insan biyolojik
orneklerinde bir kimyasal maddenin kalitatif ve kantitatif sekilde analiz edilebilmesi igin
dogrulugu ispat edilmis analitik prosediirlere ihtiya¢ vardir. Ciinkii tek bir ekstrenin cihaza
enjeksiyonu ile adli toksikolojiyi ilgilendiren tiim bilesiklerin bir kerede analizi saglanamaz.
Modern LC-MS/MS (Tandem Kiitle Spektrumu) kullanilarak gerg¢eklesen Olglim yontemleri,
ozellikle klinik ve adli toksikolojide sistematik toksikolojik analizin (STA) bir parcasi olarak
genel bilinmeyen bilesikleri tarama (screening) uygulamalar1 igin yeni olanaklar yaratmistir.
Bu yontem o6zellikle giin gectikge sayisi artan yeni nesil psikoaktif maddelerin analizinde de
siklikla kullanilmakta oldugu goriilmektedir. Hassasiyetisayesinde son giincel ¢alismalarda
olay yerinde ele gegirilen kurumus kan lekesi matrisinden yasa disi madde belirlemedede
kullanildig1 goriilmektedir (88).

Her ne kadar diger bir tamamlayici kromatografi yontemi olan Gaz kromatografisi (GC)
yiiksek ayirma giicii sunmasive buna bagl elektron iyonizasyonlu kiitle spektrometrisinin
(MS) yiiksek seciciligi ve kiitiiphane olusturmadaki kabiliyeti GC-MS’1 adli toksikolojide
farkli bir yere tagisa da, bazi sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bunlardan biri, hidrofilik yapidaki
veya 1s1 ile kolayca bozunan veya ugucu olmayan analitlerin, bu teknikle zor analiz
edilmesidir. Mecbur kalindiginda farkli derivatizasyon teknikleri uygulanma yolu ile bu tiir

maddeler yine de GC-MS ile analiz edilebilmektedir. Sivi kromatografinin (LC), MS veya
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ardistk MS (MS-MS) ile birlestirilmesi, bu boslugun doldurulmasina yardimci olmustur. LC-
MS/MS, daha yaygin olarak benimsenen GC-MS/MS tabanli teknikler kullanilarak analiz
edilmesi zor konsantrasyonlarda ilaclarin ve metabolitlerin saptanmasina izin verdigi i¢in
klinik ve adli toksikolojideki c¢aligmalara farkli bir ivme kazandwrmistir. Bu teknigin
avantajlar1 arasinda yiiksek 6zgiilliik, hassasiyet ve verim bulunmaktadir.

Kromatografik ¢aligma siiresinin kisa olmasi ve zaman alic1 tiirevlendirme adimlaria gerek
olmamasi, LC-MS/MS'i biyolojik numunelerde ¢ok sayida maddenin yiiksek verimli
dogrulamasi igin tercih edilen bir teknik haline getirmistir (91).

Isyerinde ¢alisanlar arasinda ilag/uyusturucu tarama testlerinin yapilmasi, adli toksikolojinin
kokli bir uygulamasidir ve madde etkisi altindaki kisilerin neden oldugu isyeri kazalarmi
azaltmayr amacglamaktadir. Cesitli matrislerde c¢esitli madde gruplarinin belirlenmesiyle,
kotiiye kullanilan bilesiklerin belirlenmesi, isyeri analizleri igin LC-MS kullanimmni énemli
hale getirmistir (87). LC/MS'e dayanan tekniklerin, isyerinde uygulanabilirligi ile kronik
alkol tiiketiminin biyobelirteclerinin belirlenmesinde de yararli oldugu goriilmiistiir. Yapilan
caligmalarda, tlirevlendirme prosediirlerine ihtiyag duyulmadan 6zellikle sa¢ ve idrar
orneklerinde etil siilfat ve etil glukuronid belirlenebilmistir (89, 90).

Kiitle spektrometresi (MS) tekniginin se¢iciligi yiiksek olmasina karsin LC/MS ile tek basina
analiz edilecek maddeyi ayni matris i¢inde bulunan diger molekiillerden ayirmasi oldukga
giictiir. MS teknigi maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore aymrmak lizere dizayn edilmis
bir sistemdir, aywrmaya yardimci olan sivi kromatografisi (LC) sistemi ile kombine
edildiginde (LC-MS), her iki sistemin ayirt edici Ozellikleri birlestirilerek Sivi
kromatografi/Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) sistemi dizayn edilmis ve
kullanilmaya baslanmistir. Sistem hassasiyet, hiz ve segicilik gibi 6zellikleri nedeniyle son

donemlerde siklikla tercih edilmektedir.
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Maddelerin ve metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik sivilarda tespiti i¢in yapilan in vivo
ve in vitro calismalarda GC-MS/MS ve LC-MS/MS sistemler kullanilmaktadir. Bu
caligmalarin tamamina yakminda uygun belirlenebilme limitleri, kolayligi, tiirevlendirme
gerektirmemesi, analiz maliyetinin diistiikliigli ve analiz siiresinin kisalig1 gibi avantajlari
nedeniyle LC-MS/MS tercih edilmistir.

Saenz ve ark. yaptigi 2017 yilindaki bir calismada kan, idrar, gz i¢i sivisi, karaciger, akciger,
bobrek, dalak, kas, beyin, kalp ve safra gibi postmortem 6rneklerde kannabinoidlerin yeniden
dagilimmin yorumlanmasi i¢in kanabinoidlerin kalitatif ve kantitatif analizi bir LC-MS / MS
yontemiyle gerceklestirilmistir. Tiim matrislerde bu yontemle elde edilen belirleme limiti
(LOD) 1 ng/mL gibi disiik bir seviyede Ol¢iilmiistiir (84).

Shokry ve ark.’nin 2017 yilinda gergeklestirdigi kulak kirinde (serumen) gestli madde
gruplarinin arastirildig1 6ncii bir ¢calismada, klozapin, karbamazepin, lamotrijin, klonazepam,
fenitoin ve fenobarbital vb. dahil olmak {izere 12 noropsikotik ilacin metanol ile
ekstraksiyondan sonra LC-MS / MS ile basarili sekilde analiz edildigi bildirilmistir (126).
Kan, idrar, sag, tirnak, mekonyum, kulak Kiri ve oral sivilar da dahil olmak tiizere gesitli
biyolojik matrislerde ilaglarin tespiti i¢in s1vi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS) ile metot validasyonlarida son donemde 6ne ¢ikmaktadir (135,136).

Ilagla kolaylastirilmis suclarm konu edildigi bir calismada, akut zehirlenmesi olan 22 hastanin
kan drnekleri toksikolojik tarama icin LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Orneklerde belirlenen
ilag etken madde veolgu sayisi su sekilde belirlenmistir; 22 olguda lorazepam, 12 olguda
midazolam; 3 olguda diazepam ve 6 olguda nordiazepam bulunmustur (92).

Doping kontroliinde, spordaki performansi arttirmak i¢cin kullanilabilecek bir grup peptid,
Diinya Anti-Doping Ajansi (WADA) tarafindan yasaklanmuis listeye dahil edilmistir. Biiylime
hormonu salgilayan peptitler (GHRP'ler), gonadotropin salgilatici hormonlar (GnRH'ler),

vazopressin analoglar1 ve biiylime hormonu salgilatict reseptdrlerin (GHSR'ler) agonistleri,
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performans arttirmak i¢in kullanilan bilesiklerin bilinen baslicalaridir. 2016 yilinda
gerceklesen iki farkli calisma ile idrarda GHRP'ler ve desmoporessin gibi biyoaktif peptitlerin
LC-MS/MS ile analizinin kolaylikla gerceklestirildigi bildirilmektedir. Ozellikle insan
plazmasinda dort farklh GHRH ve ilgili metabolitleri LC-MS/MS ile belirleme limitleri
ortalama 50pg/mL olarak saptanmistir (93, 94).

Analitik toksikolojide yontemin secimi, ¢Oziilmesi gereken sorunlara baghdir. Adli
toksikolojide belirlenmesi gereken bilesikler cogunlukla bilinmemektedir. Bu nedenle, miktar

tayininden once ilk adim, olas1 siipheli bilesigi (ilag veya zehir) taramak ve tanimlamaktir.

2.4.3. BOS analizlerinde LC/MS-MS kullanimi ve énemi

LC-MS/MS ile beyin omurilik sivisinda (BOS) biyoterapotik ajanlarin kantitatif analizi
yaygmn bir durumdur. Ozellikle daha yiiksek hassasiyete yonelik yontem gelistirme ihtiyacini
da beraberinde getirmistir.

Klinik c¢alismalarda birgok proteomik tabanli caligma ile BOS’tasivi kromatografi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS) yonteminin uygulandig goriilmektedir. Ornegin bu yontem, saghkl
bireyler ile Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastalik tastyicisi Kisilerin
proteomlarindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak ve boylece erken tanida fayda saglamasi icin
nicel diferansiyel profillemede karsimiza ¢ikmaktadir (96).

Irie ve ark. tarafindan 2019 yilinda gergeklestirilen bagka bir klinik arastirmada, insan plazma
ve BOS orneklerinde “osimertinibin” belirlenmesi ve farmakokinetik davranismin
degerlendirilmesi i¢in kantitatif bir LC-MS/MS yontemi kullanilmistir (97).

Bazi ¢alismalarda ticari olarak tedarik edilebilen BOS i¢in Sertifikali Referans Standartlar ile
LC-MS/MS yontemi ile analitik calisgamlar yapildigi, 6zellikle erken donem Alzheimer

hastaliginin belirlenmesinde farkl tiirde peptidlerin analiz edildigi goriilmektedir(86).
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Diger taraftan, postmortem toksikolojide énemli bir biyolojik 6rnek olan BOS, alternatif bir
matris olarak olim nedeninin belirlenmesinde diger biyolojik sivilardaki Olgiimleri
tamamlayici rol iistlenmekte, hatta birbirleri ile kiyaslama sunarak yiiksek hasassiyete sahip
GC-MS ve LC-MS yontemler sayesinde adalete hizmet saglanmaktadir. Antemortem
olgularda, kan, idrar gibi biyolojik 6rneklere nazaran daha az miktarda elde edilmesi ve diisiik
konsantrasyonlarda ila¢ etken maddesi i¢cermesi sebebiyle, BOS analizlerinde tandem kiitle
spektrumlar1 gibi geligsmis sistemlerin kullanilmas1 6nemlidir.

Ozellikle eroin kullanimma bagl 29 6liimlii olguda 1999 yilinda GC-MS ile yapilan bir
caligmada, idrarlarinda, goz i¢i sivilarinda ve beyin omurilik sivilarinda 6-asetilmorfin
belirlenmis ve bulunan degerler birbiri ile karsilagtirilmistir. 6-AM i¢in BOS ve g6z igi sivisi
analizinin, idrar testinin negatif oldugu durumlarda bile pozitif sonuglar verebildigi rapor
edilmektedir (10).

Bagka bir GC/MS ile ger¢eklesen posmortem c¢alismada, olgularin kan ve perikardiyal sivi
orneklerinde belirlenen konsantrasyonlarin, BOS'ta belirlenen konsantrasyonlarla kiyaslandigi
goriilmektedir. Calismada toplamda 103 olguda toksikolojik veriler gozden gegirilmistir. Bu
calisma ile de cesitli narkotiklerin BOS, kan ve perikard sivisi konsantrasyonlar1 arasinda
olduk¢a anlamli bir korelasyon bulundugu bildirilmektedir (3).

MSS’yi  etkileyen maddeler/ilaglarin  farkli  konsantrasyonlarda BOS  6rneginde
bulunabilecegini gosteren bir dizi ¢alisma yapildigi goriilmektedir (1,3,10,13).

BOS o6rnegi de kullanilarak aydnlatilan bir ¢ocuk 6liim olgusunda, fethi kabir yapilarak
olimiinden 8 ay sonra otopsi yapilan (¢inko tabutla gémiilii olan) bir aylik kiz bebeginin,BOS
(ng/ml) ve karaciger(ug/g) orneklerinde Amitriptilin ve Nortriptilin miktarlarinin sirasiyla 4,4;

0,6 (ug/ml), 29,8; 3,6 (ng/g) bulundugu bildirilmektedir (55).

Standart bir yapay BOS (yBOS), kor (blank) ornek olarak gergek BOS sivisi almak adina

birka¢ hayvandan fedakarlik etmeden BOS matrisinde belli bash bilesikler igin hassas LC-MS
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yontemleri gelistirmek icin bir vekil matris olarak gereklidir (98). Bir yBOS, metodoloji
geregi uygulanan tiim prosediir adimlarina maruz kaldiginda ekstraksiyon verimliligi
acisindan ger¢ek BOS 6rnegi ile ayni sekilde davranmalidir. Ek olarak, analitlerin yiizeylere
spesifik olmayan bir sekilde baglanmasinin 6nlenmesini de taklit etmelidir (99,134).

Son olarak, kararl bir izotop etiketli (SIL) i¢ standart (ISTD) kullanimi bunu bir dereceye
kadar diizeltebilirse de, LC-MS/MS iyon supresyonu hesaba katilmalidir. Kisacasi, bir yBOS,
numune hazirlama ve analizinin tiim asamalarin1 ger¢ek BOS ile ayn1 derecede etkilemelidir.
Yukaridaki ¢alismalardan da anlasilacagi tizere, BOS'un adli toksikolojide kanin alternatifi
oldugu kadar farmako-/toksikokinetik ve postmortem yeniden dagilimlarin arastirilmasinda da
yararl olacagi goriilmektedir (3).

BOS’ta ilaglarin analizinde ve analitik bulgularin yorumlanmasinda ger¢gek BOS 6rnekleri ile
validasyon caligmasinin yapilmasindaki zorluklar kullanimin1 sinirlamissa da, bu alanda yeni
calismalara ihtiya¢ duyuldugu bir gercektir. Yapay BOS orneginin hizli bir sekilde Adli

Toksikoloji’ye kazandirilmasi ile zorluklarin asilabilecegi 6ngoriilmektedir.

2.5. Analitik Yontemlerin Gegerliligi (Validasyonu)

Validasyon, gecerli kilma, cihazin, metodun veya 6l¢clim prosediiriiniin belirlenen amaglara
uygunlugunun objektif olarak test edilerek yazili delillerle kanitlanmasidir. Analitik metot
validasyonu, bir metodun performansmi belirlemek i¢in yapilan bir takim degiskenlere gore
test ve Olcme islemleridir. Dogru karar verebilmek icin analitik 6l¢iim sonucunun dogru ve
tekrarlanabilir olmas1 gerekir. Performans karakteristikleri i¢in Oncelikle temel validasyon
parametrelerinin  belirlenmesi gerekir. Validasyon parametreleri sunlardir:  dogruluk
(accuracy), kesinlik (precision), 6zgiinliik (specifity), dogrusallik (linearity), gozlenebilme
siir1 (lod; limit of detection), tayin sinir1 (loq; limit of quantification), ¢calisma araligi (range),

tutarlilik (ruggedness), saglamlik ya da kararlilik (robustness), stabilite.
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Dogruluk (Accuracy) :

Dogruluk, elde edilen deger ile ger¢ek degerin yakinliginin ifadesidir. Mutlak hata ya da bagil
hata ile verilir. Uluslararasi bagimsiz laboratuarlar tarafindan tayin edilmis degerleri dogru
deger olarak kabul edilen Standart Referans Maddelerin tayininden elde edilen sonug ile ayni

maddenin kullanilan yontemle elde edilen sonuglar1 karsilastirilir.

Bir yontem i¢in dogruluk, geri kazanim ¢aligmalari ile belirlenir:

a) Referans standart bir yontemle karsilagtirmak,

b) Bos matris ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek,

C) Analizi yapilan maddeye bulundugu ortamda standart ile saf madde ilavesi (zenginlestirme).

% Geri kazanim = (C1 / C0) x 100

C1= Calisma sonucunda bulunan konsantrasyon

CO0= Bilinen ya da standart ¢aligma sonucunda elde edilen konsantrasyon

Kesinlik (Precision):

Kesinlik, 6l¢iim sonuglarmin birbirine yakinhiginin ifadesidir. Bagimsiz analiz sonuglari
arasindaki tutarliligi gosterir. Standart sapma, bagil standart sapma, varyans veya varyasyon

katsayisi ile verilir.

Kesinlik 3 gruba ayrilarak incelenmektedir:

Tekrarlanabilirlik:

Ayni1 gilin, ayn1 laboratuar, ayni arastirmaci, ayni cihaz ile 5-6 paralel tayin 2-3 farkli derigsimle

yapilir. Sonuglarin RSD degerleri kiyaslanir.

%RSD: (std/ort)x100
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Tekrar Uretilebilirlik (Reproducibility):
Cok ortakli calismalarda laboratuarlar arasi kesinligin tayini i¢in istenen bir parametredir.
Ozgiinliik (Specifity):

Ozgiinliik, bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu &rnek i¢inde ayirt edebilme
yetenegine denir. Ozgiinliigiin belirlenebilmesi i¢in, girisime neden olabilecek ve matriste
bulunan maddeler standart iizerine eklenerek girisim olusturup olusturmadigi incelenir. LC-

MS gibi duyarli ve hassas tekniklerle, herhangi ilave bir pik olup olmadig: kontrol edilir.
Dogrusallik (Linearity):

Analit derisime kars1 dedektor cevabin dogru orantili olarak artmasi ve cizilen grafikte

noktalarin dogru iizerinde veya yakin olarak yer almasidir.
Egim, kesisim ve korrelasyon katsayis1 (R2) dogrusallig1 veren parametrelerdir.
R?=0.999 ve iizerinde olmali ve degerler cizilen dogrunun lizerinde yer almalidir.
Belirlenebilme Limiti (LOD; Limit of Detection):

Analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat kantitatif smirlar icerisine girmeyen en diisik
derisimdir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Sinyal/Giiriiltii oran1 3

olarak alinir.
LOD= 3.3 x SD/m esitligi kullanilir.

SD= Bos ¢ozeltinin; ¢ok az derisimdeki madde ¢ozeltisinin veya kesisim degerinin standart

Sapmasi,

m = Kullanilan kalibrasyon esitliginin egim degeridir.
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Tayin Limiti (LOQ; Limit of Quantification):

Analizi yapilan O6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarmnin tayin
edilebilecegi dogrusallik sinirlar1 igerisine girmeyen veya dogrusalligin en alt derigimini

olusturan diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.

LOQ= 10 x SD/ m esitligi kullanilir.

Sinyal/Giiriiltii orani 10 olarak alinir.

Calisma Aralig1 (Range):

Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik derisimden, dogrusalliktan sapma gosterdigi

derisime kadar olan derisim araligini kapsar.

Tutarlilik (Ruggedness):

Yontemin gergek kullanim kosullar1 altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir. Bunun i¢in

calismanin:

a) Ayni laboratuvarda farkli analizciler tarafindan,

b) Ayni1 laboratuvarda farkli cihazlar tarafindan,

c¢) Farkli laboratuvarlarda gerceklestirilmesi,

d) Reaktif ve ¢oziiciilerin markalarinin degistirilmesi,

e) Ayni1 marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.

% RSD ile ifade edilir.

Saglamhilikya da Kararlilik (Robustness):

Yontemin, parametrelerdeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme kapasitesidir. Bu

parametreler organik ¢oziicii yiizdesi, pH, iyonik giig, sicaklik gibi etkenlerdir. Kararlilik
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yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir asamadir. Ornegin pH 3 de + 0.1 kadar
bir degisim gosteren bir madde pH 4.5 da degismeden ayni sonucu veriyorsa pH 4.5 ortam

olarak secilmelidir.
Stabilite :

Tekrar edilebilir ve giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢cin numunelerin, standart maddelerin

ve kullanilan ¢6ziiclilerin uygun bir siire stabilitesini korumasi gereklidir.

Geri kazanim (Recovery):

Y ontem gecerliliginde son adim, geri kazanimdir. Laboratuarda hazirlanan, i¢cerdigi maddeler
nedeniyle analizi etkilemeyecek bir 6rnege katilan analizi yapilacak maddenin analiz sonunda
tam olarak elde edilebilmesidir. Bir analitiksel yontemin ekstraksiyon verimiyle yakindan

ilgilidir. Numune islemlerindeki kayiplar1 vermektedir.

2.5.1.yBOS ornegi ile gerceklesen validasyon calismalari

Adli toksikolojide, viicut sivilar1 sadece kana alternatif olarak degil ayni zamanda 6lim
sonrasi ilag yeniden dagitimlarinin ve farmako-/toksikokinetik analizlerin arastirilmasi igin de
onemli materyallerdir; bununla birlikte, BOS 06rneginde Olim sonrasi ila¢ dagilimlari
hakkinda 6nemli bulgular sunmaktadir (3).

Son donemde analitik yontemlerin gegerliligini degerlendirmede en énemli parametrelerden
biri doga dostu profili oldugunu goriintiilemektir. Kullanilan bu eko-6lgek aracinda(95)
kullanilan her ¢oziiciiye ve dogaya dost 6rnege ilgili bir puan verilmistir. Toplam puan
hesaplanir ve daha sonra 100'den ¢ikarilir; bu sayede daha yiiksek puanlar daha iyi doga dostu
ozelligi gosterdigini belirlenmis olur. Elde edilen puanlar yontemlerin ¢evreye olan

giivenligini teyit etmede kullanilmaktadir.
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Ancak BOS gibi bir biyolojik drnekte herhangi bir bilesik i¢in metot gelistirme asamasinda
yapay BOS (yBOS) kullanimi ilebu doga dostu, pahali ve az bulunan BOS tiiketimi
smirlandirilabilmektedir. Bu amagla test edilen yBOS kompozisyonlari, BOS’da bulunan
toplam protein konsantrasyonunu taklit etmek i¢in ¢esitli sigir serum albiimini (BSA) veya
sican plazmasi seyreltilerinden yapildig1 goriilmektedir. Monoklonal antikorlara odaklanan
yBOS, insan immiinoglobulinine (hIgG) eklenmistir ve LC-MS kullanilarak asagidan
yukariya analiz teknigi ile hazirlanmistir.

Josefsson ve ark., yaptiklar1 bir c¢alismada olanzapin ve ana metaboliti olan N-
desmetilolanzapini BOS 6rneginde tayin etmek i¢cin LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir
(100). BOS o6rneginden olanzapin, tersiyer biitil metil eter kullanarak ekstrakte edilmis ve
olanzapinin LOQ degeri 0.1 ng/mL, olanzapin geri kazanim degeri %75-%81 arasinda oldugu
belirlenmistir. Yontemin gercek numunelere uygulama asamasinda ise 10 mg olanzapin alan
sizofren hastasima ait BOS 6rneginde olanzapin derisimini 3.6 ng/mL olarak belirlenmistir.

Bir baska calismada, insan BOS 6rneginde cenicriviroc (CVC) miktarmin belirlenmesi i¢in
LC-MS/MS ile yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Yontem asetonitril ile ¢okeltme ve
stipernatanlarin kolona enjekte edilmesini igermektedir. Kolon tiirii olarak XBridge C18 ile
oldukga basarili bir ayrim saglandigi goriilmektedir (127).

Fare beyin omurilik sivisinda on iki norotransmitter ve amino asitin (aspartik asit, serin, glisin,
glutamat, +y-aminobutirik asit, norepinefrin, epinefrin, asetilkolin, dopamin, serotonin,
histamin ve metaboliti 1-metilhistamin) LC — MS / MS analizi ve yBOS ile validasyonu
yapilmistir. yBOS igerisine deneklerden elde edilen BOS 6rnekleri eklenerek analiz edilmistir.

yBOS kullanilmasinin sebebi, oldukga diisiik miktarda (1-2 pL) BOS toplanabilmesidir (101).
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2.5.2. Validasyon hazirhk ¢ahismalar
2.5.2.1 Kullanilacak materyaller

Kor numune:
Validasyon islemlerinde belirli konsantrasyonda standart ilave etmek (spike yapmak) icin, saf
matris (kor numune) gerekmektedir. Analit icermeyen kor numune 6rnekleri yonteme gore
hazirlanir, analiz edilir ve segilen matrisin analit LOD seviyesinin altinda oldugu kanitlanir.
Kor kimyasal:
Analizin islem basamaklar1 sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin 6l¢iim sinyaline katkisi
Olup olmadiginin arastirilmasi i¢in kullanilir. Numune olmadan kullanilan tiim kimyasallarin
uygulanip analiz edildigi ¢6zeltilerdir.
Sertifikali Referans Standart Materyal (CRM - Certified Reference Material):
Referans Malzeme, metodun kalibrasyonu veya dogrulanmasi, Ol¢iim izlenebilirliginin
saglamasi, yeterlilik testi gibi kalite kontrol ¢alismalarinda kullanilan bir etken madde i¢in saf
veya bir matrise 6zgli olusturulmus materyallerdir. Bir Referans Malzemenin, Sertifikali
Referans Malzeme (CRM) olabilmesi i¢in kullanim amacina uygun sckilde matrisin her
yerinde 0zgiin bir homojenlige ve metodun kararliliginin kanitlanmasi igin gegerliligi kabul
edilmis yOntemler kullanilarak elde edilen degerlerin veya olas1 belirsizliklerin
izlenebilirligini saglamasi gerekmektedir. Bu sayede CRM’ler i¢in elde edilen tiim bu bilgiler
bir sertifika ile miisterilere sunulmaktadir.
Dolayisiyla uygulanan analiz yontemi ile elde edilen sonuglarin dogrulugunun kontrol
edilmesi ve Ol¢lim izlenebilirliginin saglanmasi s6z konusu ise CRM’ler kesinlikle
kullanilmalidur.
S6z konusu CRM’lere numune i¢inde analit de denilmekte olup sac, tirnak, kan, idrar, g6z i¢i
swvist, BOS gibi eser miktardaki kimyasal i¢erige sahip matrisler i¢in karakterize edilmis pek

cok marka altinda CRM’ler bulunmaktadir. Bu CRM’ler s6z konusu igerik veya iceriklere
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sahip matrisin kendisinden veya matrise bu igerik/iceriklerin ilavesi ile bazen de
yapay/sentetik yoldan elde edilen matrise s6z konusu igerik/igeriklerin ilavesi yoluyla
hazirlanirlar. Metod gelistirme, validasyon ve kalite kontrol amagli kullanilirlar.

Uygun bir CRM se¢iminde;

e CRM’nin tanimlanmis kullanim amaci net sekilde ifade edilmis olmalidir. Olgiim
biyiikligiine ve dogrusal araligina dikkat edilmelidir. Yontemin belirleme
limitlerinden daha diistik sertifika degerine sahip CRM’ler uygun olmayacaktir.

e Matris igindeki olas1 girisim kaynaklar1 goz 6niinde bulundurulmalidir.

e Referans malzeme iireticisinin yetkinligine dikkat edilmelidir. Sertifikalandirma
calismalarinda gorev alan laboratuvarlarin ISO/IEC 17025 akreditasyonlar1 veya
CIPM MRA CMC’leri (Kalibrasyon ve Olgiim Kabiliyetleri) olupolmadig:
irdelenmelidir.

e Referans malzemenin iiretici tarafindan tanimlanan sartlarda kullaniciya en hizl

sekilde ulastirilip ulastirilamayacagi sorgulanmalidir.

Numuneler ve standartlar:
Yontem basamaklarina gore farkli konsantrasyonlarda standart hazirlanip analiz edilir. En
disiik tayin edilebilir konsantrasyon belirlenir ve diger parametre konsantrasyonlari
ayarlanarak numuneler ve standartlar hazirlanip analiz edilir ve hesaplanir.

2.5.2.2. Konsantrasyon seviyelerinin belirlenmesi
Belirlenen ¢aligma arali§i g6z oniinde bulundurularak diisiik, orta ve yliksek olacak sekilde
validasyon i¢in (aksi belirtilmedigi siirece) 3, dogrulama i¢in 2 farkli konsantrasyon seviyesi
olmasi onerilir.
Calisma aralig1 belirlenirken, yontem uygulanirken karsilasilmasi en olasi konsantrasyon

aralig1 secilmelidir. LOQ seviyesi en diisiilk konsantrasyon olarak almabilir. Fakat rutin
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analizlerde LOQ seviyesinde 6rnek gelme olasiligi diisiikk ise bu gereksiz olabilir. Boyle

durumlarda uygun goriilen en diisiik konsantrasyon belirlenir.

2.5.2.3. Parametrelerin uygulanmasi
Tayin limiti (LOD) ve él¢giim limiti (LOQ):
Cok diisiik konsantrasyonlarda yapilan ¢alismalarda en diisiik tayin limiti olduk¢a 6nemli bir
parametredir. LOD calismasi i¢in; numune i¢inde analit olmayan ¢aligmalarda kor numuneler
kullanarak, kromotagrafik yontemlerde LOD seviyesine yakin konsantrasyonda analit iceren
numuneler, kér numune bulunmayan durumlarda analit icermeyen ¢oziicii (blank) kori
hazirlanabilir. LOQ, LOD ¢alismanin ardindan birkag yontemle tayin edilebilir. Bazi analizler
icin (6rnegin pH, nem gibi) tayin limitini bulmak miimkiin degildir. Bir 6rnek i¢inde var ya da
yok diyebilecegimiz bir analit araniyorsa buna tayin limiti uygulanabilir. Ancak, pH, kiil, nem
gibi mutlak bir deger veren parametrelerde tayin limiti bulunamamaktadir.
Tekrarlanabilirlik calismasi i¢in hazirlanan en az 10 bagimsiz analiz ¢alismasi yapilip,
sonuglarm ortalamasi alinir ve LOD, LOQ hesabi i¢in kullanilmak iizere standart sapmalari
hesaplanir. Yontemin gerekliligi ve sonuglarin getirisine gore ¢esitli hesaplamalardan biri
kullanilabilir.
Cihaz ve yontem ¢alisma araligi:
Yontemin kabul edilebilir bir belirsizlikte verdigi tiim sonuglarin araligi calisma aralig1 olarak
adlandirilir. Alt sinir LOQ degeri olurken, {ist smir ydntemin gilivenilir sonug aldigi
konsantrasyondur.
Kor ve seri konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin en az ikiser kez okutulmasi ve
sonuglarin hesaplanmasiyla cihaz ¢aligma aralig belirlenir.
Numune korii ve bilinen konsantrasyonlardaki numuneler yontem uygulanarak en az ikiser

kez okutulur. Sonuclar hesaplanarak yontemin ¢aligma araligi (lineer aralik) belirlenir.
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Cihaz ve yontem araliklar1 belirlendikten sonra, sonuglar ile kalibrasyon egrisi ¢izilir. Daha
sonra regrasyon analizi ile degerlendirilir. Korelasyon katsayisi (r), cihaz sinyali ile
konsantrasyonlar arasindaki iliski incelenerek hesaplanir. Yontemlerin gegerli olmasi igin
korelasyon katsayisinin  yilksek olmast beklenir. Korelasyon katsayisina ragmen
dogrusalliktan stiphe duyulan durumlarda daha farkli istatiksel degerlendirmelere
basvurulabilir.

Secicilik (Selectivity) / Spesifiklik (Spesificity) :

Genel tanim olarak; yontemin, numunede girisim olusturabilme ihtimali olan diger maddeler
varliginda analiti aywrabilme ve tamimlayabilme giiciidir. Kor matriste ve kullanilan
coziiciilerde analite girisim olusturacak bir pik olmamalidir.

Dogruluk (Accuracy):

Genel tanim olarak bir 6l¢iim sonucunun gergek degerine yakinligini tanimlar.

a) Kesinlik:

Olgiim sonuglarmin birbirlerine yakmligmin degeridir ve l¢iim sonuglarinin ortalama deger
etrafindaki dagilimin1 gosterir. Kesinlik; Standart Sapma (SD), Bagil Standart Sapma (RSD),
Varyans veya Varyasyon Katsayisi ( Coefficient of variation, CV) ile ifade edilir. Tamamen
elimine edilmese de dikkatli ve titiz ¢calisma teknikleri ile kiiciiltiilebilir.

a-1) Tekrarlanabilirlik:

Yontemin ayni laboratuvarda, aymi cihazla, aymi uygulama kosullar1 altinda, aym kisi
tarafindan ayni veya benzer matrislerde elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinligmin
degeridir. Standart sapma, rolatif standart sapma (RSD) veya % bagil standart sapma (%RSD)
ile ifade edilir.

Her seviye i¢in en az 6 tekrarli ¢aligma yapilarak sonuglar degerlendirilir. Standart sapma,
RSD ya da %RSD i¢in asagida verilen formiiller kullanilabilecegi gibi office ya da ¢esitli

istatiksel programlar da kullanilabilir.
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a-2) Tekrar iiretilebilirlik:

Yontemin farkli laboratuvarda, farkli cihazla, farkli kisi tarafindan farkli kimyasallar
kullanilarak genis zaman araliginda, ayni veya benzer matrislerde elde edilen olgiim
sonuglarinin birbirine yakinhigmmm degerlendirmesidir. Tekrarlanabilirlik ile ayni1 sekilde
hesaplanir.

Yontem Saglamlig1 (Ruggedness):

Analiz sonuglariin, analiz kosullarindaki kiiclik degisiklikler karsisinda etkilenmeden kalma
giiciidiir. Degisikliklere ne kadar az hassas olursa yontem o kadar saglamdir. Ornek miktari,
sicaklik, basing, pH, vorteks siiresi, akis hizi, giinler arasi miktar degisimi gibi ¢esitli

parametreler degistirilerek yontemin saglamligi kontrol edilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada tiim diinyada en sik karsilasilan bir yasa dig1 madde olan esrarin etken maddesi,
A’-THC i¢in LC-MS/MS ile IS olarak 11-nor-9-Carboxy-A9-THC-D3 (THC-COOH-D3)
kullanilarak kantitatif bir tayin yontemi gelistirilmistir. Yontemin gecerli kilma c¢aligmalar1
tamamlandiktan sonra Klinikte de olduk¢a dnemli olan BOS sivisini taklit eden yapay bir BOS
stvisi (yBOS) hazirlanarak, A°-THC’nin séz konusu matris icindeki davramsi ve gelistirilen
yontemle Kkalitatif ve kantitatif tayinine yonelik BOS matrisi ile uyumu arastirilmistir.
Calismada ilgili referansa atif yapilarak hazirlanmis olan yBOS kullanilmis olup, gergek

biyolojik 6rnekler ile ¢alisilmadigi i¢in etik kurul onay1 gerekmemistir.

3.1. Caliymada Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan analitik sistemler, laboratuvar aletleri ve gerecglerine ait bilgiler Tablo
IV’de verilmistir.
Tablo IV. Calismada kullanilan referans standart maddelerin ve kimyasal maddelerin isimleri

ve markalari

Madde ad Marka
A°-THC (%99.9) LGC Standards (1 mg/mL)
11-nor-9-Carboxy-A°*-THC-D3 (IS - %99.9) LGC Standards (1 mg/mL)
Sodyum Hidroksit (NaOH) Pelet Sigma
Metanol (Ultra saf) MERCK
Etil Asetat (Ultra saf) MERCK

3.2. Caismada Kullanilan Cihaz ve Geregler
Calismada kullanilan enstriimantal analitik sistemler, kii¢iik laboratuvar aletleri ve gereglere

ait bilgiler Tablo V’deki gibidir.



Tablo V.Calismada kullanilan cihaz ve gereglerin isimleri ve markalari
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Cihaz-Gereg ismi

Marka

LC/MS-MS

Shimadzu 8045

Kolon

RestekRaptorBiphenyl(2.7um,
2.1x100mm)

Elektronik Hassas Terazi

MettlerToledo XPE205 (Delta Range)

Balon Joje Isolab

Falkon tiip (15,50 mL) Isolab

Otomatik Pipet Eppendorf

Pipet Ucu Isolab

Pastor Pipeti Isolab

Vorteks IKA yellowline
Santrifiij Hettich Universal 320R
Vial Isolab

Siringa 10 cc Beybi

Siringa Ucu Filtre PVDF

Azot Jeneratori

PeakSceintificGenius 11051

Manyetik karistirict IKA RH basic KT/C safetycontrol
Distile Su Cihazi Millipore Direct Q3

SPE Kartusu Welchrom® BRP

SPE Manifoldu Cerex 48

SPE Vakum Motoru

Value VE 115N

Azot Altinda Ugurma Diizenegi

HyperVap HV-300 Gyrozen

3.3. Calisma Plam

Tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli

Toksikoloji Laboratuvari’nda yapilmistir. Bu ¢alismada A®-THC etken maddesi i¢in metanol

icinde ticari olarak sunulan ana stok ¢ozeltisinden, ara stok ve ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmis

ve tim kalibrasyon noktalarnin LC-MS/MS ile analizi i¢in bir yontem gelistirilmistir.

Kromatografik kosullarin ve gecerlilik ¢aligmalarin belirlendigi kosullar altinda, diger taraftan
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uygun sekilde literatiire bagli kalarak (128,129) 200 mL yBOS 6rnegi hazirlanmistir.
Calismada gercek numune yerine yapay olarak hazirlanmig BOS 6rnegi kullanilmis olup,
gercek BOS oOrnegi ile calisilmadigi i¢in etik kurul onayr gerekmemistir. A’-THC referans
standart madde i¢in olusturulan kalibrasyon noktalarinin ayri ayr1 katilmasi (spike) yoluyla
olusturulan yBOS 6rneklerinden, uygun sekilde ilgili maddeye 6zgii bir Kat1 Faz Ekstraksiyon
yontemi gelistirilmis ve LC-MS/MS ile analiz edilmistir.

Katim 6rneklerine gegmeden dnce, A>-THC standart maddesi ile matris etkisi olmaksizin elde
edilen secicilik , dogrusallik, dogrusal aralik , tekrar edilebilirlik, dogruluk, LOD ve LOQ
degerleri belirlenmistir. Daha sonra matris etkisini gormek admna yBOS matrisine A’-THC
spike edilerek hazirlanan 6rneklerde de yine gegerlilik ¢aligmalar1 ayni1 sekilde (geri kazanim,
LOD, LOQ, kesinlik, dogruluk ve stabilite) uygulanarak s6z konusu parametreler tek tek
incelenmis ve sonugta tiim veriler birbirleri ile kiyaslanmustir.

3.4. yBOS o6rneginin hazirlanmasi

yBOS’un elektrolit bilesimi, endojen BOS'a benzeyecek sekilde ayarlanmigtir. BOS bilindigi
gibi iyonik igeriginin yami sira Oonemli miktarlarda protein ve glikoz icermektedir (39).
Calismamizda endojen BOS'a miimkiin oldugunca yakin bir kompozisyon elde etmek
amaciyla, albumin ve glikoz eklenmistir. Tablo VI’da belirtilen miktarlarda s6z konusu
maddeler tek tek tartilip i¢inde 50’ser mL ultra saf su (USS) bulunan 100 mL’lik 2 adet balon
jojede karistirilmistir. Eklenen maddelerin tamamen ¢6ziinmesini takiben balon jojeler USS
ile 100 mL'ye tamamlanmistir. Tablo VI’da belirtilen A ve B ¢6zelti gruplar1 250 mL’lik bir
erlen i¢inde 1:1 oraninda karistirilmistir. Karisim igine daha sonra 100 mg albumin ve 198,23
mg dekstroz monohidrat tartilarak ¢ozeltiye eklenmistir. Manyetik karistirict ile 15 dakika

karigtirilarak homojen hale gelmesi saglanmustir.



Tablo VI:yBOS hazirlamada kullanilan maddelerin miktarlari

A cozeltisi Tartilan miktar(mg)
NacCl 1731
KCI 44,88
CaCl, 2H,0 41,6
MgCl, - 6H,0O 32,5

B cozeltisi

Na,HPO,-7H,0 43,22
NaH,PO,-2H,0 6,19
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3.5. A>-THC Analizi
3.5.1. A%-THC Analizinde kullamlan cézeltilerin hazirlanmasi
3.5.1.1.A%THC standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve markalar1t Boliim 3.1.’de verilmistir. Bu kimyasallar
ile hazirlanan stok, ara stok ve calisma ¢ozeltileri asagidaki tabloda verilen miktarla, gerekli
seyreltmeler hesaplanarak hazirlanmistir. Bu sekilde 0.5 ng/mL ile 50 ng/mL arasinda 7
noktali bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Ana stok cozeltisi (100 mg/L): 1000 ug/mL konsantrasyonda sivi olarak tedarik
edilen A’-THC, oda sicakhigma getirilip iyice vortekslendikten sonra 100 pL almnip
900 uL metanol igerisinde ¢ozildii.
Ara stok ¢ozeltisi 1 (10 mg/L): Ana stok ¢ozeltisinden 1 mL alinip, 9 mL metanol ile
10 mL'ye tamamland.

Ara stok cozeltisi 2 (1 mg/L): Ara stok ¢ozeltisi 1’den 1 mL alinip, 9 mL metanol ile

10 mL'ye tamamland.

500 pg/L standart cozeltisi: Ara stok ¢ozeltisi 2°den 5 mL alinip, 5 mL metanol ile

10 mL'ye tamamlandi.



60

100 pg/L standart ¢ozeltisi: Ara stok ¢ozeltisi 2°den 1 mL alinip 9 mL metanol ile 10
mL'ye tamamlandi.

3.5.1.2. i¢ Standart (IS) ¢ozeltisinin hazirlanmas::

Ticari olarak tedarik edilebilen sivi 1000 mg/L konsantrasyonda THC-COOH-D3 referans
standart ¢ozeltisinden 50 uL alind1 5 mL’lik balon jojede metanol ile seyreltildi. Boylelikle
“ana stok ¢ozeltisi (10 mg/L)” hazirlanmis oldu.

Bir bagka balon jojede ise THC-COOH-D3 ana stok ¢ozeltisinden (10 mg/L) 1 mL alinip
metanol ile 10 mL’ye tamamlandi ve “ara stok ¢ozeltisi (1 mg/L)” hazirlandi. Hazirlanan
¢ozeltiler parafilm ile kaplanarak +4°C’de muhafaza edildi.

3.5.1.3. NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi
700 mL sodyum hidroksit ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; 1 M' hik sodyum hidroksit stok

cozeltisinden 35 mL tartilip balon jojede ultra saf suda ¢ézdiiriilerek 700 mL' ye tamamland.

3.5.2. A>-THC tayini icin yBOS orneklerinin analize hazirlanmasi
3.5.2.1. Spike yBOS o6rneklerinin hazirlanmasi
Her biri 3’er mL olan 20 adet yBOS ¢ozeltisi 50 mL'lik falkon tiiplere konuldu. Ornekler iki
gruba ayrildi. i1k grup ekstraksiyon prosediiriine bagh olarak olas1 kayiplar olmaksizin sekilde
degerlendirilmek tizere; ikinci grup ise bu kayiplar1 da dikkate alarak s6z konusu metodun
geri kazanimini hesaplamak i¢in kullanilmistur.
Birinci grup ornekleriekstraksiyona tabi tutulmadan 6nce asagidaki sekilde hazirlanmistir
(sonra spike yBOS numuneleri):
. 3 mL ornek iizerine 20 mL 0.05 M NaOH eklendi.
. 50 °C derecede 2 saat boyunca ultrasonik su banyosunda muamele
edildi.

. Iki saatin sonunda filtre kagidu ile siiziildii.
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Stvilarin pH'lar1 9-10 aras1 ayarlandi.

Boliim 3.5.2.2°de agiklanan gekitleme islemi uygulandi.

Cekitleme islemi sonrasinda on 6rnekten dokuz tanesinin lizerine 1uL
1000 ng/mL A®-THC ve 25 pL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi
( nihai konsantrasyon 1 ng/mL, nihai hacim 1000 pL). On 6rnekten bir
tanesine ise sadece 25 uL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 (IS) eklendi
(nihai konsantrasyon 25 ppb, nihai hacim 1000 pL).

Numuneler azot altinda kurutuldu.

Azot altinda kurutma islemi tamamlandiktan sonra kalintilar nihai
hacim 1000 pL olacak sekilde metanol ile tamamlandi.

Siringa uglu filtrelerle (Sekil 13) siizdiikkten sonra numuneler LC-

MS/MS ile analiz edildi.

Ikinci grup ¢alismada (6nce spike numuneler) ise on drnegin bir tanesine sadece 25 pL 1000

ug/L THC-COOH-D3 (IS) eklendi (nihai konsantrasyon 25 ppb, nihai hacim 1000 pL). Diger

dokuz rnege 1uL 1000 pg/L A-THC ve 25 puL 1000 pg/L THC-COOH-D3 eklendi (nihai

konsantrasyon 1 ng/mL, nihai hacim 1000 uL).

3mL 6rnek tizerine 20 mL 0.05 M NaOH eklendi.

50°C derecede 2 saat boyunca ultrasonik su banyosunda muamele edildi.
Iki saatin sonunda filtre kagidu ile siiziildii.

Stvilarin pH'lar1 9-10 aras1 ayarlandi.

Boliim 3.5.2.2°de aciklanan ¢ekitleme islemi uygulandi.

Numuneler azot altinda kurutuldu.

Azot altinda kurutma islemi tamamlandiktan sonra kalintilar nihai

hacim 1000 pL olacak sekilde metanol ile tamamlandi.
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. Siringa uglu filtrelerle (Sekil 13) siizdiikkten sonra numuneler LC-

MS/MS ile analiz edildi.

Sekil 13:Ekstraksiyon sirasinda kullanilan siringa ucu filtreler

3.5.2.2. Kati faz ekstraksiyonu yontemi
yBOS o6rneginde A’-THC’nin LC-MS/MS sistemi ile tayinine yonelik gelistirilen bu
yontemde, numuneler cihazda analiz edilmeden 6nce kat1 faz ekstraksiyonu 6n isleminden
gecirildi.
SPE (Kat1 Faz Ekstraksiyonu) Prosediiriine ait asamalar su sekildedir:
e Kartus sartlama: 2 mL Etil Asetat + 2 mL Metanol + 2 mL Distile Su ile
kartus sartlandi.
e Numune Yiikleme: Bazik ortamda ultrasonik banyoda muamele edilen
numuneler sartlanmasi tamamlanan kartuslara ayr1 ayr1 yiiklendi.
e Kartus Yikama: Kartuslar 2x2 mL %5’lik Metanol ile yikandi, yikama
isleminde hiz yer ¢ekimine birakild1

e Kartus Kurutma: Kartuglar 5000 rpm 18°C’de 5 dk santrifiij edildi.
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e Eliisyon: 2x1 mLMetanol + 2x1 mL Etil Asetat kartuslara ilave edilerek

numune tiiplerde topland1.

Sekil 14:Ekstraksiyon diizenegi

3.5.3. LC-MS/MS ile A’-THC analizi
Bu c¢alisma igin Sekil 15°de gosterilen Schimadzu 8045 LC-MS / MS (Kyoto, Japonya)
kullanilmstir. Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) kisminda pozitif iyon modu segilmistir.
Ekstraksiyon sonrasi 6rnek ¢oziiciilerinin ugurulmasinda azot altinda ugurma diizenegi olarak
PEAK Scientific Genius 1051'den (Glasgow, Iskogya) faydalamlmistir. Iyi bir ayrmmm
saglanmasinda mobil faz i¢in, ultra saf su cihazi (Millipore Direct Q3) kullanilarak
hazirlanmis %0.1 formik asit iginde 2 mM AmOAc ¢ozeltisi (A) ve MeOH iginde % 0.1
formik asit iginde 2 mM AmOAc (B) kullanilmistir. Kolon olarak Restek Raptor Bifenil (2.7

um, 100 x 2.1 mm) kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 2 uL olarak belirlenmistir. Toplam analiz
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stiresi 17 dakika, akis hiz1 dakikada 0.4 mL olacak sekilde diizenlenmistir. Arayiiz sicaklig1
300° C ve kolon firm sicakligi 50°C olarak ayarlanmistir. Isitma gazi akis1 ve kurutma gazi
akis1 dakikada 10 L olarak ayarlanmistir. Gradyan, mobil faz B'yi 8 dakika i¢cinde %95'e
yiikselterek %S5 ile baslatildi ve 5 dakika boyunca analiz devam etti. Bundan sonra, ¢oziicii
B %S5'e diisiirtildii ve kolonun dengesi i¢in 4 dakika tutuldu. Maksimum hassasiyet elde etmek
icin, kalma siiresi 2.0 msn olarak secilmisti. MRM modunda izlenen iyonlar (m/z) A®-THC
icin 315, 193, 123’tiir. LC-MS/MS sisteminde yapilan tiim analizler Lab Solutions yazilimi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Sekil 15: A°-THC analizinin yapildigi LC-MS/MS cihaz1

3.6. yBOS érneginde A°-THC Analizinin Validasyonu
3.6.1. Secicilik ¢alismalar
Secicilik ¢aligmasi i¢in icerisinde analit olmayan ¢6ziicii (MeOH) kromatogramu ile blank A’-
THC c¢ozeltisine ait kromatogram karsilastirildi. Bunlara ek olarak dnce ve sonra spike A®-
THC iceren YBOS orneklerine ait kromatogramlar ile dnce ve sonra spike IS igeren yBOS
ornegine ait kromatogramlar karsilastirildi. Coziictiden ve matristen kaynaklanan herhangi bir

girigim olup olmadig1 degerlendirildi.
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3.6.2. LOD ve LOQ hesaplamalan
LOD ve LOQ c¢alismasi i¢in, i¢cinde A*-THC olmayan, yalnizca 25 ng/mL IS (THC-COOH-
D3) olan ¢alisma ¢dzeltisi hazirlandi. Ornekler Boliim 3.5.2.1°de agiklanan sonra spike yBOS
numunesi hazirlama basamagina gore hazirlandi. Cekitleme sonrast numuneye 1000 ng/ml
konsantrasyonda THC-COOH-D3 ¢6zeltisinden 25 pL eklendi. Azot altinda kurutma islemi
yapildiktan sonra kalintilar nihai hacim 500 pL olacak sekilde metanol ile tamamlandi.
Siringa uclu filtre ile siizdiikten sonra numuneler LC-MS/MS ile analiz edildi. On (10) tekrarh
analiz edilen orneklerden elde edilen A%-THC konsantrasyonunun ortalamasi ve standart
sapmasi hesaplandi. Ortalamaya standart sapmanin 3 kati eklenerek LOD, 10 kati eklenerek
LOQ degerleri belirlendi.
LOD ve LOQ hesaplamalar1 asagida gosterilen sekilde yapildi.
LOD= Ortalama blank konsantrasyonu + (3*o)
LOQ= Ortalama blank konsantrasyonu + (10* &)

o = standart sapma

Elde edilen LOD ve LOQ degerleri belirlendikten sonra bu konsantrasyonlar ayrica

hazirlanarak 3’er defa analiz edilerek LOD ve LOQ degerlerinin dogrulamasi yapildi.

3.6.3. Dogrusallik calismalari
A’-THC igeren kalibrasyon ¢ozeltileri (0,5-50 ng/mL) ve kor ¢ozelti (Blank, sadece IS i¢eren
MeOH) Tablo VII *de gosterildigi sekilde hazirlanarak artan konsantrasyonlar seklinde ve her
bir kalibrasyon noktas1 3’er tekrarli olacak sekilde LC-MS/MS sisteminde analiz edildi. Elde
edilen kalibrasyon egrisine ait dogrunun denklemi ve korelasyon katsayisi (r*) LC-MS/MS
sisteminin yazilimi yardimi ile hesaplandi. Korelasyon katsayist i¢in kabul kriteri >0,99

olarak belirlendi.
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Tablo VIl.Kalibrasyon ¢ozeltilerini hazirlamada kullanilan maddelerin miktarlari

Kalibrasyon Noktasi A9-THC(pL)(100 pg/L THCCOOH-D3 IS (uL)(1 mg/L'lik MeOH(uL)
standart ¢ozeltisinden) ara stok ¢ozeltisinden)

0 0 25 975

0.5 5 25 970

10 25 965

20 25 955

50 25 925

10 100 25 875

25 250 25 725

50 500 25 475

3.6.4. Kesinlik ¢calismalar
Kesinlik parametresi c¢alismalar1 giin i¢i (tekrarlanabilirlik) ve gilinler arasi (yeniden
tiretilebilirlik) olmak tizere diisiik, ve yiiksek iki farkli konsantrasyonda (5 ng/mL ve 25
ng/mL) katim (sonra spike) yapilmis 6rnekler ile ve her konsantrasyondan alt1 tekrar olacak
sekilde yapilmistir.
Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi igin; analiticermeyen 3 mL yBOS ornekleri 3.5.2.1.
bolimiindeki sonra spike Ornek hazirlama basamagma gore hazirlanip cekitleme islemi
yapildiktan sonra;
-1 ng/mL konsantrasyona sahip numuneleri hazirlamak icin tizerine 5uL 100 ng/mL A®-THC
ve 25 uL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi.
-2 ng/mL konsantrasyona sahip numuneleri hazirlamak igin: iizerine iizerine 5 pL 1000
ng/mL A>-THC ve 25uL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi.
-5 ng/mL konsantrasyona sahip numuneleri hazirlamak i¢in: tizerine 50uL 1000 ng/mL A’-
THC ve 25uL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi.
- 10 ng/mL konsantrasyona sahip numuneleri hazirlamak igin: izerine 50 uL 1000 ng/mL A°-
THC ve 25 pL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi.
-25 ng/mL konsantrasyona sahip numuneleri hazirlamak igin: iizerine 50 pL 1000 ng/mL A°-

THC ve 25 pL 1000 ng/mL THC-COOH-D3 eklendi.
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Numuneler azot altinda kurutuldu. Azot altinda kurutma iglemi tamamlandiktan sonra
kalintilar nihai hacim 500 pL olacak sekilde metanol ile tamamlandi. Siringa uglu filtrelerle
(Sekil 13) siizdiikten sonra numuneler LC-MS/MS ile analiz edildi. Analizden 7 giin sonra
ayni islem tekrar edildi. Boylece giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismast yapilmis oldu.

Elde edilen sonuglarin standart sapmasi (o) ve bagil standart sapmasi (RSD) asagidaki
formiiller kullanilarak tekrarlanabilirlik ¢alismasinda kullanilmak iizere hesaplandi.

/Z |x — X|2
Standart sapma (o) =

n—1

> . toplam

.x:veri kiimesinde bir deger
x:aritmetik ortalama

n:veri noktasi sayisi

RSD =6 /x% RSD =6 /x*100
o. standart sapma

x:aritmetik ortalama

3.6.5. Geri kazanim ¢alismalari

Geri kazanim c¢alismalar1 yapmak i¢in kalibrasyon noktalarindan diisiik ve yliksek olmak
tizere iki farkli konsantrasyon noktasi se¢ildi (5 ve 25 ng/mL).

Analit igermeyen 3 mL yBOS 6rnekleri 3.5.2 bdliimiinde belirtilen sekilde ve miktarlarda (her
bir geri kazanim numunesi 6 tekrarli olacak sekilde) hazirlanip cekitlenerek LC-MS/MS
sisteminde analiz edildi. Elde edilen miktar tayinleri hesaplandi. % Geri kazanim hesab1
asagida verilen formiil kullanilarak yapilda.

% Geri Kazanim = (c1 / c0) * 100
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c0: Eklenen A®-THC konsantrasyonu
c1: Miktar tayini sonucu bulunan A%>-THC konsantrasyonu
Elde edilen sonuglarmm standart sapmasi (o) ve bagil standart sapmasi (RSD) 3.6.4.
boliimiindeki formiiller kullanilarak hesaplandi. Kabul edilebilir degerler standart sapma i¢in
<15, bagil standart sapma ylizdesi i¢in <%?20 olarak belirlendi. Geri kazanim igin kabul
kriteri %80-120 aras1 olacak sekilde belirlendi.

3.5.6. Stabilite calismalar
Stabilite ¢aligmasi i¢in boliim 3.4.2.1°de belirtilen sekilde birinci grup (sonra spike) 6rnek
hazirlama basamagina gore 6 adet 25 ng/mL’lik geri kazanim numunesi hazirlandi, ¢ekitlendsi,
analiz edildi ve oda sicakhiginda muhafaza edilen ayn1 numuneler 7 giin sonra LC-MS/MS
sisteminde yeniden analiz edildi. % Degisim hesabi1 asagida verilen formiile gére hesaplandi.
%Degisim= [c0-c1]/100
c0: ilk analizde tayin edilen A’>-THC miktarlarinin ortalamasi

cl: ikinci analizde (7 giin sonra) tayin edilen A®-THC miktarlarinin ortalamasi



69

4. BULGULAR

Kullanilan yontem parametrelerine gore 5 ng/mL standart ¢ozelti ile yapilan ¢alismada (n=9)
A’-THC ve IS (THC-COOH-D3) i¢in belirlenen alikonma zamanlar1 (rt) ile baglica m/z
oranlar1 Tablo VIII’deki gibidir. A’-THC icin ortalama alikonma zamani 9.878+0,009 dk iken,
THC-COOH-D3 i¢in 9.334+0,008 dk bulunmustur.

Tablo VIII. Maddelerin alikonma zamanlar1 (dk) ve kiitle spektrumundaki (MS) baslica
iyonlar1 (m/z) (5 ng/mL)

Analiz sayisi A’-THC(dk) | THC-COOH-D3(dk)

1. tekrar 9.886 9.324

2. tekrar 9.891 9.327

3. tekrar 9.883 9.328

4. tekrar 9.883 9.334

5. tekrar 9.876 9.335

6. tekrar 9.882 9.339

7. tekrar 9.872 9.347

8. tekrar 9.863 9.344

9. tekrar 9.866 9.331
Ortalama rt 9.878 9.334
Standart sapma 0.009 0.008
% RSD 0.10 0,08
Iyonlari (m/z) 315, 193,123 348, 330, 302
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0,5, 1ve 25 ng/mL konsantrasyondaki A%-THC ve 25 ng/mL ile 100 ng/mL IS ¢ozeltilerinin

analizinden elde edilen kromatogramlarive kiitle spektrumlar1 Sekil 16-20’de verilmistir.

0>193,1000(+)
00>123,1000(+)

&
g
I

Sekil 16: 0,5 ng/mL A’-THC ¢ozeltisine ait LC kromatogrami

3250-19:315,3000>193,1000(+)
[1:315/3000>123,1000(+)
30004
27504
25004
22504
20004
17504
15004
12504
1000
750

5004——

Sekil 17: 1 ng/mL A’-THC ¢ozeltisine ait LC kromatogrami



Sekil 18:

Sekil 19:
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19:315,3000>193, 1000(*)
0(+)

119:315,3000>123

50000

475009

450003

425009

400003

37500

350003

32500

300003

27500

25000

22500

20000

175009

15000

12500

10000

75004

5000

2500

-25009

25 ng/mL A’-THC ¢ozeltisine ait LC kromatogrami

[17:345,1000>299,2000(%)
4250117345,1000>193/1000(+)

40007
37504
3500]
3250]
3000]
27504
2500
2250]
2000
1750]
1500]
1250]

1000]

5 ng/mL THC-COOH-D3 (IS) ¢ozeltisine ait LC kromatogrami
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Sekil 20: 25 ng/mL THC-COOH-D3 (IS) ¢ozeltisine ait LC kromatogrami

Secicilik calismasi

Yapilan segicilik caligmalarinda A’-THC ve THC-COOH-D3(IS) icin belirlenen alikonma
zamanlarinda (rt) herhangi bir girisim gozlenmemis olup, sadece ¢oziicii olarak kullanilan
Metanole ait kromatogram Sekil 21°de; sadece mobil faz ¢ozeltisine ait LC kromatogrami
Sekil 22°de; sadece sonra spike A>-THC igeren yBOS 6rnegine ait LC kromatogrami Sekil
23°de; sadece dnce spike A°-THC iceren yBOS $rnegine ait LC kromatogrami Sekil 24°de
gosterildigi gibidir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, organik ¢oziicii veya yBOS matrisine iliskin
herhangi bir girisim olmadig1 belirlenmistir. Ayrica tiim kantitatif basamaklar blank yBOS

ornegine iliskin deger ¢ikarildiktan sonra hesaplanmastir.
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Sekil 22: Sadece Mobil faz ¢ozeltisine ait LC kromatogrami
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Max Intensity : 2817
angot 13315, 3000=153 1000(+) Tene Infen.
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Sekil 23: 1 ppb spike edilen A*-THC ¢ozeltisine ait LC kromatogrami (sonra spike)

Macx Intensity 1.043
Of+) rime nten
e
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Sekil 24:1 ppb spike edilen A’-THC ¢bzeltisine ait LC kromatogrami (6nce spike)

Ag-THC’ye ait kalibrasyon egrisi
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A®-THC igin kalibrasyon araligi 0.5-50ng/mL olarak belirlendi. Bu araliktaki korelasyon

katsayist R*= 0.9996 olarak hesaplandi. Kalibrasyon egrisi Sekil 25°de verilmistir.
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| <» Calibration CurvesSpectrum Wiew

A_ calib Curve A spectrum

Y = 0,0307355:x - 0,01069482
2 =0,9339976 r = 0.9994987

Area Ratio

1,50
1,25}
1,00

0,75

0,25

u'uu 1 1 1 1 1 1) 1 1) 1 T i
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0  Conc. Ratic

Sekil 25: 0.5-50 ng/mL araliginda A>-THC icin elde edilmis kalibrasyon egrisi (7 noktalr)

(response/ratio:  etken maddenin  detektor cevabumin  IS’nin  detektor  cevabina  orani;
concentration/ratio: etken maddenin konsantrasyonun IS nin konsantrasyonuna orani)

Tablo 1X.0.5-50 ng/mL araliginda ¢izilmis olan kalibrasyon egrisinin denklemi ve korelasyon

katsayisi
Dogrusal Aralik 0.5-50 ng/mL (7 noktada)
Denklem y = 0.0213190x + 0.00431829
Korelasyon Katsayisi (12) 0,9996

Analitin konsantrasyonundaki degisikliklere karsi cihazin 6l¢iim sinyalinde meydana gelen
degisiklikler belirlendi ve soz konusu kalibrasyon noktalari, kalibrasyon denklemi ve

korelasyon katsayis1 belirlenmistir (Tablo 1X).

=  LOD, LOQ sonuglari:

LOD ve LOQ galigmasi i¢in hazirlanan 10 adet bos yBOS numunesi ile yapilan analizden elde

edilen ortalama, standart sapma ve %RSD degerleri Tablo X’da gosterildigi gibidir.



Tablo X. 10 adet bos yBOS 6rneginin bulunan miktart (ug/mL), standart sapma ve %RSD

degerleri

Bos yBOS analizi B'\ljl_unan
(n=10) iktar
(ng/mL)

1. tekrar 0.383

2. tekrar 0.379

3. tekrar 0.370

4, tekrar 0.365

5. tekrar 0.375

6. tekrar 0.398

7. tekrar 0.369

8. tekrar 0.374

9. tekrar 0.388

10. tekrar 0.376

Ortalama 0,378

Standart sapma 0.010

%RSD 2.60
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LOD ve LOQ hesaplamalar1 gere¢ ve yontemler boliimiinde 3.6.2°de belirtilen formiiller ile

yapildi. A>-THC i¢in LOD 0.41ng/mL, LOQ 0.48ng/mL bulundu.

=  Kesinlik sonuclari:

Tekrarlanabilirlik ¢calismasi i¢in, 3 ayr1 konsantrasyon i¢in 6 tekrarli olacak sekilde analizi

yapilan yBOS oOrneklerinden sonra spike yapilarak elde edilen sonuglarin ortalama,

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri ve yedi glin sonra ayni calismanin tekrar

edilmesi ile elde edilen sonuglar Tablo XI’da gosterildigi gibidir.

Tablo XI. Giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglarinin karsilagtiriimasi

Giin ici tekrar edilebilirlik

Giinler arasi tekrar edilebilirlik

Numune | Ortalama Standart %RSD | Ortalama Standart %RSD
(ng/mL) | sonug sapma sonug sapma

0,5 ng/mL

(n=6) 0,408 0,032 5,42 0,289 0,089 7,13

5 ng/mL

(n=6) 4,14 0,11 3,05 2,95 0,24 5,38

50 ng/mL

(n=6) 40,83 0,76 1,61 37,55 1,56 3,87
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= Geri kazanim sonuglari:

% Geri kazanim Tablo XlIve Tablo XIII, XIV, XV’de gosterildigi gibidir.

Tablo X11.0,5 ng/mL A*-THC igeren yBOS numunesinin sonra spike geri kazanim tablosu

0,5 ng/mL 'lik Teorik miktar Olgiilen sonuc % GK
numune (n=6) (ng/mL) (ng/mL)
1. tekrar 0.5 0.409 81.80
2. tekrar 0.5 0.399 79.80
3. tekrar 0.5 0.387 77.40
4. tekrar 0.5 0.413 82.60
5. tekrar 0.5 0.408 81.60
6. tekrar 0.5 0.406 81.20
Ortalama %GK 80.73
Standart Sapma 1.87
%RSD 2.31

Tablo X111.5 ng/mL A®-THC igeren yBOS numunesinin sonra spike geri kazanim tablosu

5 ng/mL 'lik Teorik miktar Olgiilen sonuc % GK
numune (n=6) (ng/mL) (ng/mL)

1. tekrar 5 4.12 82.40
2. tekrar 5 4.09 81.80
3. tekrar 5 3.95 79.00
4. tekrar 5 4.13 82.60
5. tekrar 5 4.18 83.60
6. tekrar 5 3.98 79.60
Ortalama %GK 81.50

Standart Sapma 1.81

%RSD 2.22

Tablo XIV.50 ng/mL A*-THC igeren yBOS numunesinin sonra spike geri kazanim tablosu

50 ng/mL Teorik miktar Olciilen sonuc % GK
‘liknumune (n=6) (ng/mL) (ng/mL)
1. tekrar 50 41.27 82.54
2. tekrar 50 40.89 81.78
3. tekrar 50 40.78 81.56
4, tekrar 50 41.18 82.36
5. tekrar 50 40.65 81.13
6. tekrar 50 41.12 82.40
Ortalama %GK 81.96
Standart Sapma 0.56
%RSD 0.68
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Tablo XV. 1.0 ng/mL konsantrasyonla spike edilen yBOS 6rneginin dnce spike ve sonra
spike verilerinin kiyaslanmasi

1.0 ng/mL "lik Sonra Once
numune (n=9) |spike(ng/mL) | spike(ng/mL)

1. tekrar 1.081 0,978

2. tekrar 1.147 0,958

3. tekrar 1.078 0,934

4. tekrar 0.867 0,720

5. tekrar 0.877 0,735

6. tekrar 0.868 0,712

7. tekrar 0.963 0,871

8. tekrar 0.934 0,897

9. tekrar 0.766 0,688

Ortalama 0.950 0,833

Ortalama %GK 95.00 83.30

Standart Sapma 0.13 0.12

%RSD 13.70 0.14

= Stabilite sonuclari:

Stabilite ¢aligmasi i¢in 5 ng/mL’lik 6 adet yBOS numunesi hazirlandi ve 7 giin aradan sonra

ayni numune LC-MS/MS sisteminde yeniden analiz edildi. Yapilan ¢alismalarin ortalamalari

ve 7 giin arasindaki yiizde degisim Tablo XVI’de gosterilmektedir.

Tablo XV1.5 ng/mL A°-THC igeren yBOS numunesinin stabilite tablosu

Konsantrasyon
(ng/mL)

1. calisma (ort)

4,02

2. calisma (ort)

2,35

%Degisim

0,0167
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5. TARTISMA

Esrar, diinyadaki en eski ve en ¢ok istismar edilen ilaglardan biridir ve kullanim1 patolojik ve
davranigsal toksisite ile iligkilidir. Bu nedenle, kannabinoid toksikokinetigini ve
kannabinoidlerin biyolojik sivilara ve dokulara dagilimini anlamak Onemlidir. Bir ilacin
toksikokinetigini anlamak, toksikodinamik etkilerinin baslangicini, biiylikliigiinii ve siiresini
bilmek ve farkli yasa dis1 maddelerle/ilaglarla birlikte kullanildiginda ne gibi advers etkiler
gosterdigini anlamak i¢in gereklidir. Kannabinoid toksikokinetigini etkileyen pek ¢ok etken
vardir, bunlarin baslicalari; kullanim tiirti ve yontemi, karaciger ve ekstra hepatik dokulardan
metabolizasyonu ve diski, idrar, ter, oral sivi ve sagta eliminasyonu olarak sayilabilir.
Toksikokinetik siiregler dinamiktir, zamanla degisebilir ve toksine maruz kalma sikligi ve
biiytikligiinden etkilenebilir. 1970'li yillardan beri kannabinoid toksikokinetigini anlamak
adina bir¢cok katki gozden gegirilmis ve bu bilgiye dayanan son arastirmalarin bulgulari
ayrintili olarak agiklanmistir (85, 132, 133).

Cannabis sativa bitki tiiriiniin, 60'dan fazlas1 kannabinoid olan yaklasik 421'den fazla farkl
kimyasal bilesik i¢erdigi bilinmektedir (66). Kannabinoidlere 6zgii bitki kimyas1 saf THC'den
cok daha karmasiktir ve ek kanabinoidler ve diger kimyasallarm varligi nedeniyle farkli
etkiler beklenmelidir. Dolayisiyla diger bitkisel igerikler gibi alimi sonrasi bir¢ok metabolite

dontistiigii ve diisiik seviyede bulundugu i¢in plazmada tespiti oldukca zordur.

Esrarin ana metabolit olan THC-COOH aktif degildir; yogun kronik kullanicilarda

uygulamadan 11 hafta sonrasina kadar olan 6rneklerde bile tespit edilebildigi goriilmektedir.

THC-OH aktif bir metabolitidir ve uygulamay1 takiben 15-20 dakika ic¢inde pik
konsantrasyona ulastig1 ve olduke¢a kisa yar1 dmiirlii oldugu hatta ilk inhalasyonun ardindan
dakikalar i¢inde kan ve dokular arasinda hizla yeniden dagilima ugradigi bilinmektedir. Bu

nedenle, postmortem kanda hem THC hem de THC-OH varligmma iligskin bir bilginin, 6len
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kisinin kannabinoid kullanimu etkisi altinda olduguna dair 6nemli bir gosterge oldugu kesinlik
kazanmistir. Ozellikle bir kurbanda 5 ng/mL'den daha yiiksek bulunan bir THC
konsantrasyonun, o6len kisinin esrar etkisi altinda oldugu ihtimalini kuvvetlendirmektedir.
Esrar sarhosluguna kanaat edilebilecek minimum postmortem konsantrasyonun 1.5 - 3 ng/mL

arasinda oldugu belirlenmistir (85, 138).

A®’-THC in kanda en yiiksek konsantrasyonuna, oral uygulamay1 takiben yaklasik 5-8 saat
sonra ortaya ¢iktigir goriilmiistiir (56). Ortalama bir insanda yaklasik 20 mg THC dozunun
inhalasyon yolu ile alimina bagh pik plazma seviyesi 10 ng/mL olarak tespit edilmistir (53).

THC’nintoksik doz arahigi, 5 mg/m® oral THC alimi hafif derecede merkezi sinir sistemi
semptomlart ile tolere edilebilir iken 15 mg/m3 oral THC alimi ile daha ciddi merkezi sinir
sistemi semptomlar1 goriilebilmektedir (53). Insanda tahmini THC letal dozu kilogramda 30
mg olarak belirtilse de, belirgin sekilde THC’nin toksik veya lethal dozunu belirlemek,

maddenin saflik derecesi ve alim yoluna bagli oldugundan oldukga zordur.

Bu nedenle, kanabinoidlerin 6liimlerdeki roliinii daha dogru bir sekilde belirlemek i¢in adli
toksikoloji analizlerdeki herhangi bir belirleme yontemine THC ve metabolitlerinin (THCOH

ve THC-COOH) dahil edilmesi 6nemlidir (132).

Trafik kazasiyla ilgili 6liimlerde veya diger bazi durumlarda travma, bozunma ve asir1 kan
kayb1 gibi nedenlerle otopsilerden kan ornekleri her zaman alinamaz. Bu nedenle, toksikoloji

analizi i¢in diger dokulardaki esrar metabolitlerinin saptanmasi 6nemlidir (139).

Bununla birlikte, ¢ok az sayida ¢alisma THC ve metabolitlerinin kan haricindeki diger
postmortem 6rneklerdeki dagilim modellerini bildirmektedir. Hem analit metabolizmasinin
hem de postmortem yeniden dagilimin zor ve karmasik dogasi nedeniyle, kannabinoidlerin

rutin postmortem analizlere son donemlerde eklendigi goriilmektedir (132).
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Esrar kullaniminin en 6nenli riski, motor becerilerindeki deformasyon seklinde goriilmektedir.
Esrar, tiiketimini takiben yaklasik iic saat siliresince siirlis veya benzeri koordinasyon
gerektiren gorevleri bozabilir ve kaza yapan siirliciilerde alkolden sonra belirlenen ikinci en
yaygin psikoaktif maddedir. Ozellikle tibbi esrar alan kisilere de, tolere edebilecekleri ve
motor gorevleri basartyla gerceklestirebilecekleri belirlenene kadar araba kullanmamalar1
talimat1 verilmektedir (148). Ayrica THC nin, sizofrenik semptomlarda niiksii tetikleyebilme
potansiyeli oldugu kanitlanmistir (149).

Alim tiirti ve sekli, emilim oranmin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli parametrelerdir. Esrar
maruziyetinde en Onemli metot olan sigara olarak i¢ilmesi, akcigerlerden beyne ilag
dagilimmin hizli ve etkili bir yontemini saglayarak kotiiye kullanim potansiyeline oldukca
onemli katkida bulunmaktadir. Boylelikle MSS’ne neredeyse aninda yogun keyif ve giiclii
takviye edici etkiler iiretilebilmektedir. Sigara olarak tiiketilmesi, intravendz uygulamaya
kiyasla biraz daha diisikk kanda THC pik konsantrasyonu elde edilmesi demektir (52).

Ancak su da bilinmelidiri ki sigara olarak i¢ilirken puflarin sayisi, siiresi ve aralifi, bekleme
stiresi ve inhalasyon hacmi veya sigara igme topografyasi esrar maruziyetinin derecesini
biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (140).

THC’nin dokularda hizli sekilde dagilimi ve karacigerde hizli metabolize olmasi nedeniyle
sigara olarak i¢ildikten hemen sonra plazma konsantrasyonunun hizla azaldigi bildirilmektedir
(53). THC yiiksek oranda lipofiliktir ve baslangigta akciger, kalp, beyin ve karaciger gibi
yiiksek oranda gegirgenligi olan dokular tarafindan emilir. Eser miktarda radyoaktif THC
dozunun viicutta takip edilmesi ile, THCmin genis dagilim hacmine sahip ve viicut
depolarindan yavagga salindig: tasdik edilmistir. Hayvanlarda, etiketli THC'nin intravendz
uygulamasindan sonra, akcigerde diger dokulara gore daha yiiksek konsantrasyonda oldugu

gozlemlenmistir(141).



82

THC'nin beyin i¢inde dagilimma iliskin c¢alismalar, THC dozu ve davranigsal etkiler
arasindaki iliskileri anlamak icin oldukca 6nemlidir. Siganlara **C etiketli A>-THC'nin tek bir
kas i¢i uygulamasindan sonra, uygulanan dozun % 0.06'sin1 temsil eden miktarinin 2—4 saat
sonra beyinde maksimum radyoaktiviteye ulastigi goriilmiistiir (142).

Plazma konsantrasyonlarinin, marihuana dumanina maruz kalan erkeklerde dlgiilenlere benzer
oranda oldugu gozlemlenmistir. Kreuz ve Axelrod, radyoaktif isaretli THC'min, beyindeki
siirli tutulmanin aksine, ¢oklu dozlardan sonra ndtr yagda kalic1 ve tercihli olarak tutulmasini
tanimlayan ilk kisiler olmustur (143).

Yagm beyindeki THC konsantrasyonuna orani, 7 giin iist iiste maruz kaldiktan sonra yaklasik
21:1 ve 27 giin sonrasi ise 64:1 olmustur. Diger arastirmacilar ayrica, radyoaktif olarak
etiketlenmis THC'nin uygulanmasidan sonra beyinde tutulan THC miktarmm uygulanan
dozun % 1'inden daha az oldugunu bulmuslardir (85). Uzun siireli maruziyeti ile THC’nin,
insan yag dokusunda yogunlastig1 ve uzun siire muhafaza edildigi bilinmektedir (144). THC
ve 11-OH-THC'nin yag asidi konjugatlarmin olusabilecegi ve bu bilesiklerin yagdaki
stabilitesinin arttirilabilecegi 6nerilmektedir (145).

THC'nin periferik organlara ve beyine dagiliminin incelendigi bir diger ¢alismada esrara karsi
tolerans gosteren ve gostermeyen kopekler iizerinde dagilimda bir farklilik olmadigi
bulunmustur(146).

Ayrica, giivercinlerde THC'min davramigsal etkilerine  gelistirdikleri  toleransin,
kannabinoidlerin beyne alimmimn azalmasindan kaynaklanmadigmi bulmugslardir. THC
toleransinin insanlarda degerlendirildigi ¢alismalardan, Hunt ve Jones, insanlarda toleransin
10-12 giin boyunca her 4 saatte bir 30 mg THC oral uygulama swrasinda gelistigini
bulmuglardir (147).

THC’nin insan viicudunda ortalama toplam metabolik eliminasyonu dakikada 605°ten 977

ml’ye ve baslangictaki dagilim hacimlerinin kilogramda 2.6'dan 6.4 litreye ylikselmesine
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ragmen, kronik uygulama sirasinda birka¢ farmakokinetik degisiklik kaydedilmistir. Kronik
oral THC uygulamasindan sonraki farmakokinetik degisiklikler, gézlemlenen davranigsal ve
fizyolojik toleransi agiklayamadigi, bunun yerine toleransin farmakodinamik adaptasyona
bagli oldugunu distindiirmiistiir (53).

Adams ve Martin, insanlarda farmakolojik etkileri baslatmak i¢in gerekli THC dozunu
incelemislerdir (73). Sigara olarak tiiketime bagli maruziyeti olan THC i¢in % 10-25
biyoyararlanim temel alindiginda 0.2-4.4 mg THC’nin viicuda alimmasi i¢in bir esrar
sigarasinin 2—22 mg esrar icermesi gerekmektedir. En yiiksek konsantrasyonda bu dozun
sadece % 1'1 beyinde bulunmakta olup, bu da beyne sadece 2—44 pgTHC'nin niifuz ettigini
gostermektedir (73).

GC/MS ile 2005 yilinda gergeklestirilmis ve oldukea ilging bir calismada Mura ve ark. bir
diizine postmortem olguda THC ve THC-COOH ig¢in ve ilaveten iki dilizenli esrar
kullanicisinda (inhalasyon) 11-OH-THC i¢in eslestirilmis kan ve beyin orneklerini analiz
etmiglerdir (74). Kan ve beyindeki THC konsantrasyonlarinin sirasiyla <0.2 ila 11.5 ng/ml ve
0.9 ila 29.9 ng/g arasinda degistigi ve drnekler arasinda bir korelasyon olmadigi, beyindeki
konsantrasyon seviyelerinin her zaman kan seviyelerinden daha yiiksek oldugu ve ii¢ vakada
artik kanda tespit edilememesine ragmen Olgiilebilir miktarda beyinde kaldigi bildirilmistir.
Ayrica lokusniger, hipokampus, oksipital lob, striatum-putamen-paladyum, frontal lob,
omurilik ve korpuskallozum dahil olmak {iizere tiim beyin bolgelerinde Onemli
konsantrasyonlarda THC, 11-OH-THC ve THC-COOH bulundugu ve bunun genellikle
THC>THC-COOH>11-OH-THC seklinde oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte beyindeki
THC-COOH konsantrasyonlarmin da belirlenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (74).

THC'nin dagilim hacmi (Volume of distrubution - Vd), 6ncelikle lipoproteinlere olmak iizere %
95-99 protein bagli olmasmna ragmen yaklasik kilogramda 10 L olarak oldukga biiytiktiir.

THC-COOH ve THC-COOH glukuronit i¢in protein baglayici degerler uygun THC ninkilerle
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(vaklasik% 97) benzerdir (75). Daha sonra gelismis analitik teknikleriden faydalanilarak
THC'nin kararli durumdaki Vd degerinin kilogramda 3.4 L oldugu tahmin edilmistir (145).
6.000 (veya iizeri) partisyon katsayisinda notral pH olarak olgiildiigi THC-COOH'un ana
ilagtan daha az, glukuronitten daha ¢ok lipofilik oldugu bulunmustur (75).

Farkli uygulama yollarindan sonra kanda bulunan THC glukuronidin fraksiyonu yeterince
¢coziilmemistir, ancak son zamanlarda, bu bilesigin ayrilma katsayis1t beklenmedik derecede
pH 7.4°de yaklasik 18 olarak yiiksek bir yag1 sever derecesi gostermistir.

Literatiirde, A®-THC’nin ¢esitli biyolojik matrislerde tayinine yonelik farkli amaglar igin
gelistirilen c¢esitli analitik yontemlerin oldugu goriilmektedir (80-85). Diger yasa dis1
maddeler ile karsilastirildiginda, biyolojik 6rneklerden kannabinoidlerin analizi baz1 zorluklar
ortaya koymaktadir. THC ve 11-OH-THC yiiksek oranda lipofiliktir ve viicut sivilarinda
diisik konsantrasyonlarda bulunur. Karmasik o6rnek matrisleri, yani kan, ter veya sag,
kanabinoidleri endojen lipitlerden ve proteinlerden ayirmak i¢in ¢ok asamali ekstraksiyonlar
gerektirmektedir. Cam ve plastik kaplara yiliksek afinitesi olmasi dolayisiyla kannabinoidlerin
diistik geri kazanimlarindan kaginilmasina ve alternatif matris toplama gereglerine dikkat
edilmelidir (120-123).

THC ve THC-COOH agirlikl olarak kanm plazma fraksiyonunda bulunur, burada % 95-99'u
lipoproteinlere baglanir. Sadece her iki bilesigin yaklasik % 10'u eritrositlerde bulunur (124).
Kelly ve ark. yaptig1 calismada, intravendz yoldan sekiz erkege 5 mg THC uygulamis ve
ardindan GC/MS (tayin limiti THC ve THC-COOH i¢in 1 ng/ml olarak) ile plazmada THC,
THC-COOH ve THC-COOH-glukuronid konjugatlarini, 10 saate kadar alkalin hidrolizi
uygulayarak ve uygulamaksizin olmak iizere 12 giin boyunca giinde bir kez GC/MS ile
goriintillemislerdir (64).

Sik esrar kullanicilarinin plazmasindaki THC, THC-COOH ve THC-COOH - glukuronid

konjugatinin yarilanma Omiirleri swrasiyla 116.8 dk, 5.2 g ve 6.8 g iken sik kullanici
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olmayanlarda 93.3 dk, 6.2 g ve 3.7 g olarak belirlenmistir. Sik kullananlarin %75’inde ve sik
kullanmayanlarin %25’inde plazmalarinda 12 giin sonunda konjuge THC-COOH tespit
edilmigstir (64).

Al-Asmari ve ark 2019 yilinda gelistirdikleri bizim yontemimize gerek kullanilan enstriiman
gerekse tercih edilen SPE ekstraksiyon yontemi ve LC kolonu ydniinden ¢ok benzeyen bir
calismada LC-MS yontemi ile rutin postmortem Orneklerde (kan, idrar, safra, mide igerigi,
g0z i¢i swvist), THC, THC-OH ve THC-COOH belirlenmesine yonelik hizli bir yontem
gelistirmiglerdir. SPE Ekstraksiyonuna ge¢gmeden once kan ve goz i¢i sivist Orneklerinde
protein ¢oktiirmesi uygulanirken, idrar, safra ve mide igerigi orneklerinde de alkali hidroliz
uygulanmistir. Kannabinoid kullanimi oldugu belirlenen 31 olguda THC, THC-OH ve THC-
COOH dagilimi incelenmistir.

Simdiye kadar postmortem analizlerde THC ve metabolitlerini ekstrakte edebilen ve
belirleyen yontemler bircok calismada bildirilmistir. Ozellikle ekstraksiyon yontemlerinde
protein ¢okmesini takiben sivi-sivi ekstraksiyon (150, 151, 132), idrar analizi i¢in alkalin
hidrolizi (150, 152, 153) ve THC ve metabolitleri i¢in idrarda enzimatik hidroliz (Saenz,
Papoutsis) basta gelmektedir. Bunun yaninda postmortem orneklerdeki analiz yontemlerinin
biiyiik cogunlugunda sivi-sivi ekstraksiyonun kullanildigi (132, 150, 151, 153) goériilmektedir.
Bununla birlikte 6nemli 6n islem adimlar1 gergeklestirildikten sonra SPE ekstraksiyonun THC,
THC-OH ve THC-COOH igin olduk¢a duyarli ve secici oldugunu bildiren c¢aligmalar
bulunmaktadir (150, 152,153, 154 ,155).

Klasik ince tabaka kromatografisi (3), gaz kromatografisi ve buna bagl kiitle spektrometrisi
negatif iyon kimyasal mod (GC — MS-NIC) (17), gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi
(GC-MS) (5, 13, 14, 19) ve sivikromatografi ile birlestigindetandem kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) (8, 15, 16) gibi sistemlerin iyi bir ayrimin saglanmasi ve uygun belirleme

limitlerinin olusturmak i¢in kannabinoid analizine uygulandig1 goriilmiistiir.
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Cesitli varyasyonda THC ve/veya metabolitleri i¢in farkli biyolojik orneklerde tespitine
yonelik LC-MS/MS basta olmak iizere pek ¢cok yontemin uygulandigi bilinse de (100) yapilan
inceleme sonucunda A%-THC’nin BOS’ta kromatografik olarak validasyon analizine 6zgii
simdiye kadar bildirilmis bir ¢calisma bulunmadig1 goriilmektedir.

Bugiine kadar adli olaylara iliskin olgu ¢alismalar1 ile ya da metot gelistirme adina THCnin
analizine 6zgli c¢alismalar goriilmektedir. Esrar alkol gibi siirlis giivenligini bozdugu
durumlarda, her iki tarafinda Olimle sonug¢landig1 kazalarda kazada kusuru olanin
belirlenmesi gibi durumlarin aydinlatilmasinda siklikla karsimiza ¢ikan bir yasa disi madde
tiirevidir ve diinya genelinde olduk¢a yogun kullanilmaktadir. Oliim sonrasi ister klasik olan
isterse yeni nesil olsun kannabinoidlerin kandan ¢ok ¢abuk eliminasyona ugradigi bilindigi
icin kan konsantrasyonlarinin zor yorumlanmasina sebep olmakta bu da madde varliginin
tespiti ve miktar tayini i¢in diger numunelerin de tercih edilmesine sebep olmaktadir. 2015
yilinda antipsikotiklerin ¢esitli matrislerde saptanmasi ve miktarinin belirlenmesine iliskin
yapilan bir derlemede, son dort yila ait analitik yontemlerin ve elde edilen verilerin
degerlendirildigi goriilmektedir. Bu c¢alismaya gore LC-MS/MS tekniginin 6zellikle
kannabinoidlerin miktar tayini i¢in son donemde daha fazla tercih edildigi anlasilmaktadir. Bu
hassas teknigin, sadece serum, plazma ve tam kanda degil, ayn1 zamanda oral s1vi, kurutulmus
kan lekeleri, sa¢, tirnak ve diger viicut dokular1 gibi diisiik konsantrasyonlaranda madde
akiimiile edebilen alternatif matrislerde de maddenin tayinini miimkiin kildig1 gériilmektedir
(101). Ancak bir maddenin herhangi bir biyolojik ornekten belirlenmesinde hassas analitik
tekniklerden daha Onemlisi, maddenin matristen ekstraksiyonunda uygulanacak
manipiilasyonun giiciidiir. Dolayisiyla alternatif matrisler i¢in gecerliligi kanitlanig analitik
teknikler hakkindaki mevcut literatiiriin hala sinirl sayida oldugu goriilmektedir.

Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST-National Institute of Standards and

Technology) misyonu geregi, metroloji bilimini, standartlarin1 ve teknolojisini gelistirerek
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yenilik¢i ve endiistriyel rekabetgiligi tesvik eden bir kurumdur. Bu baglamda adli toksikoloji
hizmeti sunan laboratuvarlarda 6l¢iim kalitesinin de arttirilmasi gerekliliginden yola ¢ikarak
NIST 1990'larda, yasa dis1 maddelerin ¢esitli matrislerde daha iyi kalitatif ve kantitatif 6l¢tim
yapilmasi i¢in bir dizi laboratuvarlar arasi ¢alisma diizenlemistir (102).

Katilimer laboratuvarlara onceden hazirlanmig biyolojik ornekler gonderilmis ve hangi
bilesiklerin oldugunu ve konsantrasyonlar1 hakkinda bilgi vermeleri istenmistir.
Laboratuvarlar analiz i¢in yontem se¢gme konusunda 6zgiir birakilmislardir. Laboratuarlarin
cogunun, GC/MS ve LC-MS/MS'e dayali yontemler kullandigi gozlenmistir. Bu seri
calismasindan elde edilen sonuglarla laboratuvarlar arasinda rutin deneyimi fazla olanin
deneyimi az olana gore gercek degere daha yakin oldugu belirlenmistir. Bu seri caligmasinda
sunulan biyolojik ornekler, s6z konusu etken maddenin ¢ozeltileri ile muamele edilerek
hazirlanan biyolojik 6rneklere benzer sekilde olduk¢a homojen olmasina ragmen sonucglarin
laboratuarlar arasinda oldukca dagilim gosterdigi gézlemlenmistir (8,9).

Bir etken madde i¢in BOS 6rneginin analizinin yaygin olarak kabul gérmesinden 6nce, idrar
ve kan gibi 6rneklerde oldugu gibi etken maddenin benzer sekilde en az tayin limitlerinin
belirlenmesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu limit degerlerin belirlenmesi i¢in de laboratuvarlarin,
BOS gibi bir 6rnekte diisiik seviyelerde birikim yapan etken maddeler lizerinde iyi analiz
yapma yeteneklerini gostermeleri gerekmistir. Yukarida belirtildigi gibi, NIST’ in uyguladig1
seri ¢alismada laboratuvarlarin kantitatif sonuglarinda biiyiik farkliliklar gézlemlendigi igin,
bu Ol¢lim problemini gidermek admna yapay biyolojik ornekler bazli CRM gelistirmeyi
tstlenmistir (10). O donemde CRM’deki s6z konusu analitlerin GC/MS bazli yontemlerle
belirlendigi goriilse de, giiniimiizde bu hassas ol¢limler igin siklikla LC-MS/MS’in tercih
edildigi goriilmektedir. Bu cahisma adli toksikolojide énemli bir yasa dist madde olan A°-
THC’nin insan BOS 6rneklerinde belirlenmesinde matris etkisinin anlagilmasi igin yontem

gelistirmeyi ve buna bagl validasyon parametrelerini agiklamay1 ama¢ edinmistir. S6z konusu
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6rnekler, yapay olarak hazirlanan BOS &rneklerine A°-THC in uygun konsantrasyonlarini
iceren ¢ozeltiler spike edilerek hazirlanmistir. Analitin seviyeleri ve THC-COOH D-3 (IS) bir
LC-MS/MS sistemi ile bagimsiz yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Yukarida bahsi gegen calismalardan da anlasilacag {lizere, diinya genelinde en sik istismar
edilen ve adli toksikolojinin 6nemli bir konusu olan esrar bagimliligi ve kullanimmm en
6nemli belirteci olan A>-THC etken maddesinin farkli analitik teknikler kullanilarak farkli
matrislerde analiz edildigi goriilmektedir. Her analitik teknigin farkli matrislere gore
degiskenlik gosterebildigi goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda da yapay BOS 6rneginde A°-
THC etken maddesi i¢in LC-MS/MS sisteminde, SPE ile kolay ve hizli ¢ekitleme asamasi ile
bir analiz yontemi gelistirilmistir.

Caligmaya ait dogrusallik sonuglar1 Tablo 1X’de verildigi gibidir. 7 noktali kalibrasyon
¢oOzeltisi sonuglarina gore A’-THC in dogrusal araligi 0,5-50 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu
araliktaki korelasyon katsayisi R%*= 0.9996 olarak bulunmustur. Elde edilen LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.41 ng/mL ve 0.48 ng/mL’dir. yBOS 06rnegi iizerinde yapilan sonra spike
verilerine gore geri kazanim yiizdesi 0.5 ng/mL’lik konsantrasyonda %80.73+1.87; 5
ng/mL’lik konsantrasyonda %81.50+.1.81; 50 ng/mL’lik konsantrasyonda %81,96+0.56
bulunmustur. Once spike ve sonra spike verileri ile matris etkisinin anlasilmasi i¢in yapilan 9
tekrarli deneyler sonucunda, dnce spike geri kazanim sonuglarmin (%83.30) sonra spike geri
kazanim sonuclarina (%95.0) gore kismen azaldig1 goriilmektedir. Giin i¢i tekrar edilebilirlik
icin 3 ayr1 konsantrasyonda calisilan geri kazanim numunelerinden; 0.5 ng/mL
konsantrasyonundaki 6 adet 6rnegin ortalamasi 0.408+0.032 ng/mL, bagil standart sapma
degeri 5.42, 5 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet 6rnegin ortalamasi1 4.14+0.11 ng/mL, bagil
standart sapma degeri 3.05, 50 ng/mL konsantrasyondaki 6 adet drnegin ortalamasi 40.83+
0.76 olarak tespit edildi. Glinler arasi tekrar edilebilirlik i¢in 3 ayr1 konsantrasyonda ¢alisilan

geri kazanim numunelerinden; 0.5 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet 6rnegin ortalamasi
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0.289+0.089 ng/mL, bagil standart sapma degeri 7.13, 5 ng/mL konsantrasyonundaki 6 adet
Ornegin ortalamasi 2.95+0.24 ng/mL, bagil standart sapma degeri 5.38, 50 ng/mL
konsantrasyonundaki 6 adet Ornegin ortalamasi 37.55£1.56 ng/mL, bagil standart sapma
degeri 3.87 olarak tespit edilmistir. Hem giini¢ci hem de gilinler arasi tekrar edilebilirlik
calismast sonuglarinda bagil standart sapma degerlerinin <20 oldugu gozlemlendi. Bu da
yontemin tekrar edilebilir oldugunu gostermektedir. Stabilite ¢aligmasi i¢in 7 giin ara ile
analiz edilen Orneklerdeki degisim %0.0167 bulunmustur (Tablo XVI). Bu deger %]1’in
altinda kaldigindan gelistirilen yontemin stabilitesi boylelikle kanitlamigtir.

Calismamizdaki geri kazanim orani kabul edilebilir smirlarda oldugu goriildii. Bununla
birlikte simdiye kadar yBOS’ta A’-THC validasyonuna yonelik bir yontemin olmamasina
ragmen diger biyolojik 6rneklerdeki A’-THC tayini ¢alismalar1 ile karsilastirildiginda benzer
veya daha yiiksek limit degerlerde oldugu belirlenmistir (80-85). Calismamizda valide edilen
LC-MS/MS yonteminin dogrusal araliginin, diger analitik sistemlerden daha hassas 6zellige
sahip olmasi1 neticesinde 7 basamakli olarak ayarlandigi ve 0.9996 gibi bir korelasyon
katsayisi ile farkli dedektorlerle yapilan ¢aligmalardan daha hassas oldugu bu sayede, genis
aralikta kantitatif analiz yapilabilecegini gostermektedir. Bu nedenle her tiirli 6limle
sonuglanan olgularda kan Orneginin erisilemedigi durumlarda BOS o6rneginden THC
maddesinin varlig1 arastirilabilir ve varligi bilimsel kanitlara dayandirilabilir analiz imkani
saglamaktadir. yBOS 6rneginden A°-THC gibi adli toksikolojide énem arz eden bir etken
maddenin, SPE ve takiben LC-MS/MS gibi hizl1 ve giivenilir yontemlerle tayin edilmesi adli
toksikolojidepostmortem olgularda A>-THC in dislanmasi adina adalete 6nemli katkilar
saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, A°-THC gibi en eski ve en ¢ok istismar edilen, trafik kazalarinda alkolden
sonra kurbanlarmm kaninda en sik bulunan ve Ozellikle son donemde tedavi amaciyla

kullanimryla da karsimiza ¢ikan bir etken maddesinin yBOS 6rneginden kantitatif analizine
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ozgli LC-MS/MS yontemi gelistirmek amaglanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, yapay
olarak olusturulan bir BOS 6rneginde etken maddenin matris i¢indeki tayin limitleri ve
analizdeki etkileri, geri kazanim verimliligi, dogruluk, kesinlik ve stabilite gibi pek ¢ok
onemli validasyon parametresi belirlenebilmistir. Bu sayede diisilk orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda tekrarlanabilir, kesin, kabul edilebilir geri kazanim verimine sahip ve
giivenilir araliklarda sonug veren bir yontem valide edilmis olup; gelistirilen bu yontem uzun
stire arazide kalmis, piitrifiye olmus dolayisiyla kan ve idrar gibi rutin biyolojik 6rneklerin
bulunamadig1 post-mortem olgularda beyin omurilik sivisnda A°’-THC in analizini miimkiin
kilacag diisiiniilmektedir.

Diinyada A’-THC etken maddesinin diger biyolojik &rneklerden belirlenmesine yonelik
calismalar yapilmissa da yapay BOS orneginden tespitine yonelik bir calisma olmadigindan,

bu ¢alismanin literatiire katkisinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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6.SONUC

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, kotiiye kullanimi en yaygimn yasa dist maddelerden biri
olan esrarmn ana etken maddesi A*-THC¢nin, modifikasyon yapilarak hazirlanan yapay BOS
orneginden SPE yontemi kullanilarak ekstre edilmesi ve LC/MS/MS cihazi kullanilarak
analizinin yapilmasi ile validasyonu gergeklestirilmistir. Validasyon ¢aligsmasi kapsaminda
dogrusallik ve kalibrasyon egrisi, LOD ve LOQ, geri kazanim, ve stabilite ¢alismalar
yapilmustir. ileriki ¢alismalar ile A®-THC‘nin diger metabolitlerini de kapsayan daha diisiik
tayin limitlerine ulasabilecek, daha hassas yOntemlerin gelistirilmesi ve gelistirilen bu

yontemin gergek orneklerle dogrulanmasi hedeflenmektedir.
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