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OZET

Inhalasyon Yoluyla Kannabimimetik Etkiler Gosteren Bitkisel Uriine Maruz

Kalan Ratlarin Biyolojik Orneklerinde Sentetik Kannabinoid Tespiti

Diinyada ve Tiirkiye’de yasakh olan narkotik ve psikotrop maddelerin
disinda bu maddelere benzer etkiler gosteren yeni psikoaktif maddelerin kullanim
sikhig1 giderek artmaktadir. Sentetik kannabinoidler bu psikoaktif maddeler icinde
yer almaktadir. Bunlar; fonksiyonel olarak tetrahidrakannobinol (THC)’e
benzemektedir ve sigara gibi icildiginde kannabinoid reseptorlerine (CB1 ve CB2)
baglandig1 icin esrarin etkisini taklit etmektedir. Ancak, bu iiriinlerin cogu
THC’den daha giicliidiir ve daha biiyiik saghk riski olusturur. Yasal goriiniim
kazandirmak amaciyla ¢esitli bitki kirintilarina emdirilen bu maddeler iilkemizde

“Bonzai” olarak bilinmektedir.

Bu calismada ilk olarak “Bonzai” bitkisel iiriiniiniin icerigindeki sentetik
kannabinoid tiirii belirlenmis daha sonra sentetik kannabinoid iceren “Bonzai”
bitkisel iiriiniine inhalasyon yoluyla maruz kalan sicanlarin kan, idrar ve organ
orneklerinde bitkinin yanan miktari ile dokuda biriken miktar1 arasindaki iliskiye
bakilmistir. Yapilan analiz sonucunda bitkisel iiriinde AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22
sentetik maddeleri ile A9-THC (Esrar) tespit edilmistir. Sicanlarin kan ve idrar
orneklerinde sentetik kannabinoid tespit edilmezken, ozellikle akciger dokusunda
bitkisel iiriin miktarn1 ile dokuda goriilme sikhig1i arasinda anlamh iliski

bulunmustur.

Sentetik kannabinoid iceren bitkisel iiriinlere inhalasyon ile maruz kalan
kisilerin biyolojik orneklerinde yapilan bir calisma bulunmamaktadir. Deney
hayvanlar1 insanlar icin iyi bir modeldir. Elde edilen bulgularin sonucunda
bitkisel iiriiniin miktarmin artmasi insanlar icinde risk olusturabilecegini
gostermistir. Ayn1 zamanda bu calisma biyolojik orneklerde yeni ¢ikan sentetik

kannabinoidlerin tespitinde hassas analitik yontemler olusturmamizi saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Bitkisel iiriin, inhalasyon, Sentetik kannabinoid, Hayvan

Calismasi

Xii



ABSTRACT

Detection of Synthetic Cannabinoid in Biological Samples of Rats Exposed to

Herbal Product Acting Cannabimimetic Effects by Inhalation

The incidence of new psychoactive substances which have not any legal
disability and show similar effects is getting increased in Turkey and other
countries all over the world as well as is known and controlled by laws. Synthetic
cannabinoids are found in these psychoactive substances. These are functionally
resembles tetrahydracannobinol (THC) and mimic the effects of cannabis because it
binds to cannabinoid receptors (CB1 and CB2) when consumed as a cigarette.
Synthetic cannabinoids are included in these psychoactive substances. However,
most of these products are stronger than THC and create a greater health risk. In
our country, these substances are known as “Bonsai” plants are impregnated

various plants in order to gain a legal appearance.

In this study, firstly what kinds of the synthetic cannabinoids in the content
of the'"Bonsai” was first determined and then the relationship between the burning
amount of the plant and the amount accumulated in the tissue of blood, urine and
organ samples of exposed to rats by inhalation. As a result of the analysis, AB-
Fubinaca and 5F-NPB-22 of synthetic materials and A9-THC (Cannabis) were
detected in herbal extracts. A significant relationship was found between the
amount of herbal products in lung tissue and the frequency of appearance in the
tissue, while synthetic cannabinoid was not detected in the blood and urine

specimens of the rats.

There are no studies on biological samples of persons exposed to herbal
products containing synthetic cannabinoids by inhalation. Experimental animals
are a good model for humans. As a result of the findings obtained, it has been
shown that the increase in the amount of herbal products can create risks in
humans. At the same time, this work has enabled us to create sensitive analytical

methods for the detection of novel synthetic cannabinoids in biological samples.

Keywords: Herbal product, Inhalation, Synthetic cannabinoids, Animal study
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1. GIRIS

Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de bilinen ve yasalar tarafindan kontrol
altina alinmis olan narkotik ve psikotrop maddelerin disinda, bu maddelere benzer
etkiler gosteren ancak herhangi bir yasal kisitliligi olmayan yeni psiko-aktif maddelerin
goriilme sikligr giderek artmaktadir. Bu yeni psikoaktif maddeler; sentetik
kannabinoidler, sentetik katinonlar, fenitilaminler, triptaminler ve arilalkilaminleri
icermektedir. Sentetik kannabinoidler Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig
Izleme Merkezi (EMCDDA) tarafindan izlenen en biiyiik yeni uyusturucu grubudur.
2014 yilinda, Avrupa’da, yaklasik 4 ton agirhiginda, neredeyse 50.000 yeni madde ele
gecirilmistir. Sentetik kanabinoidler bu yeni nesil psikoaktif maddelerin biiyiik
cogunlugunu olusturmaktadir. Yakalanan sentetik kannabinoidler ya toz halinde ya da
lizerine kimyasal madde piiskiirtiilen bitki olarak ele gegirilmistir. Tozlar yasal kafa

yapicilar olarak satilan iiriinler iretmek igin kullanilmaktadir™.

Yasal bir kisithiliginin olmamast ve kolay temin edilebilmesi bu maddelerin
piyasaya arzimi giderek arttirmaktadir. Ayrica bu maddeleri kullanmanin cezai bir
yaptirim1 olmamasi hizli bir talebin olugmasini kaginilmaz kilmaktadir?. Bu yeni psiko-
aktif maddelerle daha etkin miicadele icin Avrupa Madde ve Madde Bagimlilig1 izleme
Merkezi (EMCDD) biinyesinde Erken Uyar1 Sistemi (EWS) olarak adlandirilan bir
sistem kurulmustur. Bu sistem psiko-aktif etkili yeni maddeler ile miicadelede iilkeler
arast hizl igbirligi ve iletisimin gergeklesmesinde onemli rol oynamaktadir. 2010
yilinda EWS aracilig1 ile EMCDDA ve Avrupa Polis Tegkilati (EUROPOL)’na 41 yeni
psikoaktif madde bildirilmistir. 2016 yii EMCDDA raporuna gore sirasiyla 2008
yilinda 1, 2009 yilinda 9, 2010 yilinda 11, 2011 yilinda 23, 2012 yilinda 30, 2013
yilinda 29, 2014 yilinda 30 ve 2015 yilinda 25 olmak ftizere toplam 158 sentetik
kannabinoid kaydedilmistir'.

Ulkemizde 2010 yilinda sentetik kannabinoidlerden JWH-018, CP 47,497, JWH-
073, HU-210, JWH-200, JWH-250, JWH-398, JWH-081, JWH-073 metil tiirevli, JWH-
015, JWH-122, JWH-203, JWH-210 ve JWH-019 maddeleri Bakanlar Kurulu karariyla
Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun hiikiimlerine tabi tutulurken bu

maddelerin jenerik adlarimin ¢ok hizli degismesinden &tiirii bugiin Tiirkiye’de 3-



numarali konumunda alkil grubu tasiyan indol tiirevi, keton grubu tasiyan indol tiirevi,
karboksilli esteri tasiyan indol tlirevi ve amid tasiyan indol tlirevi sentetik
kannabinoidler ile triptamin tiirevleri, katinon tiirevleri ve amfetamin tiirevleri olarak
genel bir ifade belirtilmis, 26/01/2015 tarihli ve 2015/7238 sayili Bakanlar Kurulu
Karar1 ile bu maddeler 2313 sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda

Kanun Hiikiimlerine tabi tutulmustur®.

Sentetik kannabinoidler tipik olarak kannabinoid reseptérlerinde agonist olarak
hareket ederler ve Cannabis sativa (esrar) bitkisinin primer psikoaktif bileseni olan A9-
tetrahidrokanabinol’in (THC) etkilerini taklit etmek i¢in tasarlanmislardir®. Bu
iriinlerin iiretimi esrara alternatif olarak gosterilmistir.

Kannabinoid kullanicilarinin biiyiik ¢ogunlugu farmakolojik etkilerini hizli bir
sekilde gosterdigi icin sigara gibi uygulama seklini tercih etmektedir. Bu maddelerin
cogu yliksek derecede lipofiliktir ve sigara gibi igme durumunda dekompoze olmaksizin
buharlasir. Ancak literatiirde yapilan ¢ogu ¢alisma enjeksiyon uygulamalarina

dayanmaktadir.

Calismanin amaci; lilkemizde “Bonzai “olarak satilan bitkisel iiriin igerigindeki
sentetik kannabinoid tlirlinii ve miktarim1 tespit etmek, kromatografik yontemleri
kullanarak biyolojik o6rneklerde hassas analitik metotlar gelistirmek ve farkh
miktarlardaki bitki materyalinin inhale edilmesine bagli olarak belirli zaman
araliklarinda siganlardan toplanan kan, idrar, organ gibi biyolojik orneklerde bu

maddeleri tanimlamaktir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Esrar ve Kannabinoidler

Esrar, diinyada yasadisi uyusturucu pazarinda en biiyiik orana sahip olup tiim yas
gruplarinda en ¢ok kullanilan maddedir. Hint keneviri bitkisinin kurutulmus yaprak ve
cicekleri esrar olarak ifade edilir. Kokeni Orta Asya’ya dayanan kenevir bitkisi
insanligin birbiriyle etkilesiminin artmasiyla tiim diinyaya yayilmistir. Hint keneviri
bitkisinin boyu ilkbahardan sonbahara kadar siiren biiyiime mevsiminde 5 metreye
kadar ulagabilir. Tohumlar1 genellikle 3-7 giin igerisinde ¢imlenir. Ayr1 ayr1 gelisen
erkek ve disi ¢igeklere sahiptir ve her bitkinin cinsiyeti ¢igek agmadan 6nce anatomik
olarak ayirt edilememektedir”.

Tek yillik 6mrii olan bir bitkidir. Gliniimiizde halen tek bir tiir (sativa) ve tek bir
cinse (kannabis) sahip, kendirgiller (Cannabaceae) ailesine ait oldugu bilinen bu bitki
aslinda son derece degisken bir yapiya sahiptir®. Bitkinin disi ve erkek tiirlerinin cigekli
tepeleri ve disi bitkinin tohumu etrafinda bulunan yapraklar psikoaktif maddeleri
tasimaktadir (Sekil 1).

Sekil 1. Hint keneviri (Cannabis sativa) bitkisi



Disi bitkinin ¢igekli tepelerinden salgilanan recine “hashis” adini alir’. Esrarin
farkli hazirlanma sekillerinde tespit edilen en yiiksek THC konsantrasyonlari sirasiyla
recinenin alkol ile ekstraksiyonundan elde edilen esrar yaginda %Z20-60 oraninda,
recinede %10-15 ve bitki yapraklarinda ise %1-8 oranindadir. Esrar bitkisi yetistirildigi
topraga, sicaklik ve giines alma siiresine, genetik ¢esitlilige gore farkli bicimlerde
gelisir. Bitkinin THC igeren reginesinden optimum miktar elde etmek i¢in tercihen 1lik

ve giinesli iklim kosullarinda verimli bir topraga ihtiyact vardir®,

Kenevirin kendini olusturan ¢ok sayida bileseninin olmasi ve birbirleriyle olasi
etkilesimleri nedeniyle yapisi ¢ok karisiktir. Bu bilesenler, terpenler, sekerler,
hidrokarbonlar, steroidler, flavonoidler, azotlu bilesikler ve aminoasitler gibi hemen
hemen tiim kimyasal siniflar1 temsil etmektedir. Bu kimyasallar kannabinoidler olarak
isimlendirilir. Kenevir bitkisinin en iyi bilinen ve en spesifik siniftaki psikoaktif
bilesene sahip olan maddesi C21 terpenofenol kannabinoid yani A9-
Tetrahidrokanabinol (A9-THC)’d1'ir6. 1980 yilinda C. Sativa’da tanimlanan toplam
dogal bilesik sayist 423 iken 1995 yilinda 483’tiir. THC; ucucu, viskoz, suda
¢cOziinmeyen, yagda yliksek ¢oziiniirliige sahip bir maddedir. Hava, 151k veya 1sitmaya
maruz kaldiginda dekompoze olur®.

Kannabinoidler, beyinde belirli reseptorler tizerinde (CB1 ve CB2) etkili olan bir
grup kimyasal bilesiktir. Fitokannabinoidler (bitki kaynakli), endojen kannabinoidler
(viicutta dogal olarak iiretilen) ve kimyasal olarak {iretilen sentetik kannabinoidler
olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar™.

Esrar kullanimi genellikle bitki materyalinin kagitlara sarilarak yakilmasiyla
dumaninin solunmasi yani sigara gibi igilmesi, bitkinin farkli kisimlarimin ¢ay gibi
demlenerek i¢ilmesi ya da yenilmesi seklinde olur'!. Esrarin sigara gibi i¢ilmesi,
etkilerinin beyinde ¢ok hizli bir seklide ortaya ¢ikmasini saglar. Bu nedenle kullanicilar
tarafindan en ¢ok tercih edilen uygulanma seklidir. Puf sayisi, siiresi ve aralifi,
inhalasyon hacmi ve agizda bekletme siiresi veya igme sekli uyusturucuya maruz kalma
derecesini biiyiik 6l¢iide etkiler'®®, Diger tiiketim yollarinda esrarin emilimi ¢ok daha
yavas oldugundan etkileri ge¢ ortaya ¢ikar. Esrar maddesinin yiyecek veya igeceklerin
hazirlanmasi esnasinda 1sitilmasi, bitki preparatlarinda bulunan esrarin aktif olmayan

karboksilik asitli tiirevlerinin kimyasal olarak par¢alanmasina neden olur. Agiz



yolundan alindiginda etkisi 3-4 saatte belirgin hale gelirken, inhalasyon yoluyla etkisi
hemen baglar™.

Esrarin primer psikoaktif bileseni olan THC ilk defa 1942°de Amerikali kimyager
Wollner tarafindan tek bir saf bilesik degil THC’nin karisimi olarak izole edilmistirls.

Yapist ise 1964 yilinda Gaoni ve Mechoulam tarafindan aydinlatiimistir™®.

Tetrahidrokannabinol

Sekil 2. THC’nin kimyasal yapisi

THC’nin dagilim hacmi 10L/kg olup %97-99 oraninda plazma proteinlerine
baglanir ve lipofilik 6zelliginden dolay1 dokulara hizli dagilim gosterir. Kannabinoidler
temel olarak karacigerde metabolize olur. Eliminasyon yar1 omrii yaklasik 1 gilindiir.
THC’nin mono hidroksi metaboliti olan 8-beta-hidroksi THC daha az potansiyele
sahipken bir diger mono hidroksi metaboliti olan 11-hidroksi THC, THC’ye benzer
aktivite ve egilim gosterir. A9-THC’de bulunan tekli doymamuis siklohekzil halkadaki
alilik karbon atomunun CYP450 enzimi tarafindan hidroksillenmesiyle 11-OH- A9-
THC olusur. Tek doz THC alindiktan sonra 72 saat igerisinde yaklasik dozun %70’1
metabolize olur ve %30’u idrarla %40°’1 diskiyla atilir. Degismeyen THC idrar i¢inde
diisiik miktarda bulunur. Idrar metabolitleri THC nin karboksilli asit konjugatlari ve

tanimlanamayan asidik tiriinlerinden olusmaktadlr”.



THC’nin tasikardi, vazodilasyon, hipertansiyon, bronkodilatasyon, azalan goz ici
basinci, dis stimiilanlart algilamada degisimler, hafiza kaybi ve zaman algisim

kavrayamama gibi etkileri vardir’.

2.2. Esrarin Tarihgesi

M.O 10.000’li yillara dayanan ilk esrar kullaniminin kaniti Cin’de kenevir
olarak diisiiniilen kord benzeri bir malzemenin damgasini tasiyan canak c¢omlek
pargalarinda bulunmustur. Ayrica Chou hanedanligindaki Cin mezar odalarinda da
kenevir bez pargalar1 bulunmustur. Bu da kenevir tariminin yapildigi ve halat, ag ve bez
imalatinda kullanildigini gostermistir. M.S. 1-2. yiizyilda bitkinin tibbi 6zelliginin
tanimlanmis ve adi antik Cin bitkisi olmustur. Bir¢cok hastaligin tedavisinde
kullanilmistir®. M.O. 2700 yillarinda Cin imparatoru Shen Nung déneminde hazirlanan
ve ilk farmakolojik kitap olarak kabul edilen eserde 265 sifali bitkiye ve devaya ait bilgi
verilmistir. Bu Kitapta Hint keneviri bitkisinin etkileri ve o6zellikleri de anlatilmus,
beriberi, gut, romatizma, sitma, zayiflama gibi bedensel ve duygu —diisiince bozuklugu

gibi ruhsal hastaliklar icin ilac olarak onerilmistir™.

Cin'in aksine, esrarin psikolojik 6zellikleri nedeniyle kullanimi1 Hindistan’da bin
yildan fazla bir siiredir endemiktir. Esrar kullanimi Neolitik Cag'da kuzey dogu
Asya'daki gogebe kabileler tarafindan bilinmekteydi ve samanizmin uygulanmasinda
dini ritiiel olarak rol oynadi. Yoriiklerin esrar1 Bati Asya’ya ardindan Hindistan’a
getirdigi soylenmektedir. Esrarin Bati'ya ulasmasi uzun siirmiistiir. Yaklasik M.O.
600’lerde Asur belgelerinde “kunnub” ve “kunnap” olarak anilan kenevir, Asur
uygarhiginda hem elyaf bitkisi hem de bir ilag olarak bilinmekteydi. Arap adalarinda
daglarda gezen bir Sufi esrar yapraklarini yedigini ve kendini ¢ok mutlu ve rahat

hissettigini séylemistirS.

Esrar ozellikle Misir’da yaygin olarak kullanilmistir. Napolyon’un Misir’1 iggal
edip fethetmesiyle esrar 6nce Avrupa’ya daha sonra Amerika’ya yayilmis oldu. Esrar
bitkisi, 15. ylizyilin ilk yarisina kadar Afrika'dan getirilen koleler tarafindan Latin
Amerika ve Karayipler'e tanitildi. Bu bolgedeki birgok tilkede psikoaktif 6zellikleriyle,
hem rekreasyonal bir ilag olarak hem de ¢esitli yerli Hint dini torenleriyle baglantili

olarak oldukga yaygin bir sekilde kullanilmistir.



1937'de, esrar Ozleri igeren, hap, tablet ve suruplardan 28'den fazla farkli
farmasotik miistahzar mevcuttu. Amerikan ila¢ firmalar1 esrar bazli ilaglarla ilgili
arastirmalara ilgi goOstermeye basladilar®. Esrarin kullammi oldukca eski olmakla
beraber tedavi edici kullaniminin yani sira keyif verici ve sarhos edici etkisinden pek

¢ok sektorde kullanilmaktadir.

2.3. Kannabinid Reseptorleri

1980’11 yillarin sonuna kadar ¢ogu bilim insan1 kannabinoidlerin hiicre zarlarina
kolayca yayilmasma izin veren yiiksek lipofilik yapisindan dolayr esrar etkisinin
reseptor aracili olmadigina inanmaktaydi *°. 1988 yilinda ratlarda ilk kannabinoid
reseptoril izole edilmis ve 1990 yilinda Matsuda ve ark. CB1 olarak ifade ettikleri
kannabinoid reseptoriinii klonlamislardir 2021 CBI1 reseptorleri aktif bogmaca toksinine
duyarli G; jo baght G protein ile kenetlenmisdir (GPCR) ?*. Doymus, spesifik, yiiksek
afinitili CB1 reseptorlerinin varligi en yogun merkezi sinir sistemi ve bazi periferik
dokularda gosterilmistir. CB1 reseptorleri agirlikli olarak hipokampus, bazal ganglia ve
serebellum’da bulunur®®. Ancak kannabinoidlerin karakteristik etkilerinin birgogunu
tirettigi disiiniilen beyin igerisindeki 6zellikle bilis ve kisa siireli hafizadan sorumlu
serebral korteks ve hipokampus’da, motor fonksiyonlar1 ve hareketten sorumlu bazal

ganglia ve serebellum’da bu reseptorler homojen olarak dagilmamistir 2,

Neocortex

Basal Ganglia

Nucleus Accumbens

Hypothalamus
Amygdala
Brain Stem

Cerebellum ———Spinal Cord Mippocmiss

Sekil 3. Beyin icerisindeki bolgeler



1990’11 yillarin basinda Munro ve ark. CB2 olarak ifade edilen ikinci sentetik
kannabinoid reseptoriinii molekiiler olarak klonlanmustir™. CBI reseptérleri gibi CB2
reseptorleri de aktif bogmaca toksinine duyarli adenil siklaz enzimini baskilayan Gj ,0
bagli G protein reseptorleridir. CB2 reseptorleri cogunlukla bagisiklik hiicreleri
{izerinde bulunur ve rollerinden biri sitokin salmimini diizenlemektir®®. A9-THC,
kannabidiol, JWH-018 ve CP-47,497 gibi ekzojen kannabinoidler ile endojen
kannabinoidler kannabinoid reseptorlerine baglanarak kannabinoid ligandlari
olustururlar. Bu ligandlar parsiyel veya tam agonist gibi davranip reseptor aktivitesini
arttirarak ya da reseptOr aktivitesini degistirmeksizin diger reseptor ligandlarmi bloke
ederek veya ters agonist gibi reseptOriin aktivitesini azaltarak reseptoriin aktivitesini
diizenleyebilir. A9-THC ve sentetik kannaninoidler gibi ¢cogu kannabinoid parsiyel veya
tam reseptOr agonistidir ve maksimum etki gosterirler.

G proteinleri alfa(a), beta() ve gama (y) alt birimlerinden meydana gelmektedir.
Inaktif halde iken bu alt birimler birlikte bagli ve G proteni formunda o alt gruplu
guanozin difosfata (GDP) baghdir (Sekil 4).

Sekil 4. Inaktif ve aktif reseptoriin hiicresel durumu

G proteinine baglanan bir agonist, reseptdor ve G proteni arasindaki etkilesimi
indiikleyen reseptorde yapisal degisimi olusturur. Bu etkilesim G proteinini aktive
ederek GDP’nin GTP’ye doniisiimiinii katalizler. G-protein birimlerinin aktif bir
monomer olan G,-GTP'ye ve dimer Gg,'ya ayrilmasma neden olur. Aktif halde olan,
ayrilmig alt gruplar daha fazla sinyal verme basamagi iliretmek icin hiicresel akim

yoniiniin tersine etkilesime girer. Ornegin CB1 reseptdrleri ile aktive olan G protein alt



birimleri ikinci mesajct siklik adenozin monofosfat (cAMP)’a adenozin trifosfat (ATP)
katalizleyen adenil siklaz enziminin aktivitesini inhibe eder. Bu da cAMP'nin yanit
kisimlarinda  genlerin  transkripsiyonunu  azaltarak  cAMP’nin  hiicre  i¢i
konsantrasyonunu diigiiriir (Sekil 5). CB1 reseptoriiniin aktive olmasi hiicresel siklik
adenozin monofosfat seviyesini azaltir ve kanabimimetik cevaplar1 olusturur. Sentetik
kannabinoid agonistleri voltaj kapili iyon kanallar1 ile etkilesir ve membran
potansiyelini azaltan potasyum, sodyum, N ve P/Q tip kalsiyum kanallarini inhibe

eder®"%,

(E)

Sekil 5. CB1 agonistinin hiicresel sinyal iletimi

2.4. Sentetik Kannabinoidler
2.4.1. Bitkisel Uriinlerdeki Sentetik Kannabinoidlerin Tarihcesi

Sentetik kannabinoidler benzer kimyasal yapili maddeler olup CB1 ve CB2 olarak
bilinen kannabinoid reseptorlerini aktive ederek esrar benzeri psikoaktif etkiler
gostermektedir. Sentetik kannabinoidler kimyasal yap1 bakimindan THC’ye benzemez.
Ancak kannabinoid reseptorlerine afinitesi THC’den 80-100 kat daha fazladir ve bu
maddelerin yapilari stirekli gelistirildiginden piyasada ylizlerce sentetik kannabinoid yer

almaktadir”®. Sentetik kannabinoid iiriinlerinin kullanimi esrar kullanicilarinda daha



yiiksektir®. Esrar ve kannabinoidlerin terapotik etkisini degerlendirme amagli
sentezlenmiglerdir. Pfizer firmasi tarafindan 1970-1980 yillar1 arasinda siklohekzilfenol
(CP) serileri gelistirilmistir. 1995 yilinda ise Clemson Universitesi’nde organik
kimyager olan John W. Huffman tarafindan JWH bilesikleri olarak bilinen
aminoalkilindollar gelistirilmistir®". Son birkag yildir PB-22, 5F-PB-22, XLR-11, AKB-
48, UR-144, AB-PINACA ve AB-FUBINACA gibi insanlarda esrar benzeri etkiler

iireten ikinci nesil sentetik kannabinoidler ortaya glkrnlstlrgz.

Piyasaya ilk ¢iktiklarinda yasal statii kazandirmak amaciyla yasal kafa yapicilar
(legal highs), bitkisel kafa yapicilar (herbal highs), tasarim ilaglar (designer drugs) veya

bitkisel tiitsii (incense) olarak ifade edilmistir®>>*.

Bu kimyasallarin ¢ogu Cin’de iiretilmekte olup aseton, etanol ve metanol gibi
¢oziiciilerde ¢ozlindiikten sonra melisa (limonotu), kekik, nane ve damiana ya da
iilkemizde de daha c¢ok marasotu, yavsan otu gibi otlarin iizerine piiskiirtiiliir. Bu

islemden sonra bitki materyali gélgede kurutularak satis i¢in paketlenir™*,

Bu maddelerin popiilaritesinin bu kadar artmasi yeniligi, pazarlamasit ve
erisilebilirligi ile iliskilidir. Daha genc bireyleri etkilemek i¢in bu paketler renkli, ¢ekici
ve cezbedici isimlerle satilir. ik nesil ‘Spice’ iiriinleri tiitsii veya bitkisel karisimlar
olarak deklare edilerek ‘Spice Silver’, ‘Spice Gold’, ‘Spice Diamond’, ¢ Yucatan Fire’,

“K2” ve ‘Smoke’ gibi adlar verilmistir.
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Tablo 1. Literatiirde Karsilasilan Sentetik Kannabinoid Iceren Uriinlerin Paket Isimleri

Spice Spice Gold Spice Silver K2

Heaven Potpourri Cloud 9 Smoke XXX
Jamaican Gold World’s finest Magic Rainbow
Serenity Diomand Gorilla Spark

Yukatan Fire Skunk Dream Blaze

Magic Gold Buzz Spice Max Aromatic Incense
Jamaican Sprit Chillin XXX Bonzai Cuba Herbal Incense
Moon Rocks Tribal Warrior Ultimate California Spice Smoke

Damiana Godfather Mojo Jamaican Gold Extreme
Nightmare Red Magic Xtreme Climax

Rainbow Chill Solar Flare Galaxy

Zohai Ivory Wave Zombie Skunk

Bonzai Spice Platinium Kronic Growth Regulator
Aromatic Potpourri Amsterdam Aroma Zen

Dragon Herbal Incense  Bonzai Plant Spark Purple Haze

Genellikle 0,5-3 g yesil/kahve bitki materyalinden ince ince kesilmis renkli ve
profesyonel olarak tasarlanmis paketlerde sunulmustur. Bu paketlerin iizerinde “insan
tiketimi icin degildir”, “tiitsii”, “sadece aromaterapi kullanimi i¢indir” ibareleri yer
almaktadir. Ambalaj etiketlerinde bu otlar tiiketildiginde esrar benzeri -etkiler
olusturabilecegi iddia edilmistir ve sadece dogal elementlerin sofistike karisimindan

34-37

dolayr bu iiriinler farmakolojik olarak aktiftir denilmektedir™'. Bu iriinler yas

sinirlamas1 olmaksizin internette, petrol istasyonlarinda, aktarlarda ve marketlerde

satilmaktadir®®“°,

Sekil 6. internette satilan sentetik kannabinoid ambalajlarmin bir kag1
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2004 yilindan itibaren “Spice” olarak adlandirilan bitkisel karisimlar Almanya,
Isvigre ve Biiyiik Britanya gibi bircok Avrupa iilkesinde elde edilebilmekteydi. Ilk basta
bu {riinler popiiler olmayip sadece kiiciik bir deneysel kullanici grubu tarafindan
kullanildi. Ancak 2008’de Alman gazeteleri ve televizyonlarinin bu iirlinleri yasal esrar
bileseni olarak duyurmasi kullanici sayisinin ve popiilaritesinin dramatik bir sekilde yil
icerisinde artmasina neden olmustur. Ayn1 fenomen Fransa, Biiyiik Britanya ve diger

birka¢ Avrupa iilkesinde gézlemlenmistir4l’42.

2008’in sonunda EMCDDA ve EUROPOL “Spice” markasi adi altinda sigara
karigimi bulmus ve EMCDDA nin 2008 raporuna kaydetmistir. Amerika’da ise ilk defa
2009 yilinda K2 ismi altinda satilan bitkisel iirlinde sentetik kannabinoid tespit

edilmistir™“*. Avustralya ve Yeni Zelanda da “Kronic” adiyla satilmaktadir*.

Tiirkiye’de ilk defa 2010 yilinda sentetik kannabinoid (JWH-018) yakalandi®’.
2011 yilinda ise yasakli madde kapsamina alindi. Giirdal ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
2010-2012 yillar1 arasinda Istanbul Adli Tip Kurumu Narkotik Birimi’ne gelen 1200
bitkisel triiniin paketlerini ve sentetik kannabinoid igerigini belirlemistir. Paketlerin
tizeri Bonzai Aromatic Potpourri, Bonzai Plant Growth Regulator, Jamaican Gold,
Heaven, Yukatan Fire, Smoke XXX, Aromatic Incense, Jamaican Sprit, Tribal Warrior
Ultimate, Bonzai Cuba, Bonzai Black Diamond, Jamaican Gold Extreme, Dragon
Herbal Incense, Ivory Wave isimlerini icermekte olup, %98.3linde sentetik
kannabinoid tespit edilmistir. Sentetik kannabinoidin o yillardaki icerigi incelendiginde

%99.4’iinde JWH-018 bulunmustur®®,

2.4.2. Sentetik Kannabinoidlerin Simiflandirilmasi

Sentetik kannabinoidler; kimyasal yapilarindaki kii¢iik farkliliklara ragmen 20-26
karbon atomu iceren kiigiik molekiillii, yagda ¢6ziiniir, apolar ve olduk¢a ugucu olan
bilesiklerdir®. Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapilarina dayanarak yapilan
simiflama; klasik kannabinoidler, klasik olmayan kannabinoidler, eikozanoidler,

aminoalkilindoller (AAIs) ve digerleri olarak alt gruplara ayrilmistir.

Klasik kanabinoidler (6rn. HU-210), bir dibenzopiran halkasina dayanan, yapisal
olarak A9-THC'ye benzemektedir. Klasik olmayan kanabinoidler, sikloheksilfenol (CP)
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serisi (6rn CP47,497) yapisal olarak THC’ye benzemez. Eikozanoidler anandamidin bir
sentetik analogu olan AM-356 olarak bilinen metanandamid gibi endokannabinoidlerin
sentetik analoglaridir Aminoalkilindoller (AAls) naftoilindoller, fenilasetilindoller ve
benzoilindolleri igeren alt gruplara ayrilabilir. Sentetik kannabinoidlerin son grubu,
indazol karboksamit (6rn. APINACA) gibi diger yapisal tipleri kapsayan "diger"
gruptur. SC’lerin analoglar1 alkil zincirlerinin diizenlenmesi veya uzunlugunun
degistirilerek modifiye edilmesiyle sentezlenebilir. Degisiklikler aromatik halkaya bir

alkil, alkoksi, halojen veya bagska siibstitiientlerin eklenmesiyle de yapllabilirso.

Pek ¢ok sentetik kannabinoidin yapisi kuyruk (tail), ¢ekirdek (core), baglayici
(linker) ve baglantili grup (linked group) olacak sekilde dort bilesen halinde
smiflandirilabilir. Yapinin g¢ekirdek kismi kannabinoid reseptorlerine agonist olma
ozelligi tasir. Ikincil yapi olan baglantili grubun yapisinin degismesi ile sentetik
kannabinoidin jenerik ismi degisir"". Bu kimyasal yapiy1 isimlendirirken sirasiyla 6nce

baglantili grup, kuyruk, ¢ekirdek ve baglayici yap1 s6ylenir52.

LINKED GROUP
LINKER

TAL
CORE

Sekil 7. Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapisi (EMCDDA, perspectives on drugs Synthetic
cannabinoids in Europe)
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Cekirdek yapa tiirleri;

0 D
sys¥s

Imidazole Pyrazole

Indazole BenFimidazole
-
| ":,h
“\N v
Pyrazolo(3,4-b)pyridine
Baglantih grup;
I I : CH CH,
Naphthy| Phenyl Benzyl Cycloalkylmethyl
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Kuyruk tiirleri;

CHs CH
CHx
Benzyl Cycloalkylmethyl Cycloalkylethyl
(2.g9. cyclohexylmethyl) (e.g. cyclohexylethyl)
Ha G

W CH,

M H:C

O ~ s

2-4{4-mnorpholinyl jethyl (W-methylpiperdin-2-ylimethyl (tetrahydropyran-4-ylimethyl

Baglayic1 gruplar; Methanone (-CO), Ethanone (-COCH,-), Carboxamide (-
CONH-), Carboxylate (-COO-), Methylene (-CH,-) ve Methine (=CH-) gibi gruplar1

igerir.

Son zamanlarda iilkemizde AB-FUBINACA (N-[(1S)-1-(aminocarbonyl)-2-
methylpropyl]-1-[(4-fluorophenyl)methyl]-1H-indazole-3-carboxamide) ve 5F-NPB-22
(1-(5-fluoropentyl)-8-quinolinyl  ester-1H-indazole-3  carboxylic acid) sentetik
kannabinoidleri yaygin olarak ortaya ¢ikmistir. Kimyasal yapilar1 asagidaki gibidir;
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AB-FUBINACA

Carboxamide - o _ Non-cyclic

NH; baglantih grup
NH
Indazole - \ N
cekirdek /

F _ 4-Fluorobenzyl

kuyruk

Sekil 8. AB-FUBINACA kimyasal yapist

SF-NPB-22
: indazole
quinolin cekirdek
baglantih grup
¥
AN NP
N
O
t*
carboxylate

Sekil 9. 5F-NPB-22 kimyasal yapisi
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2.4.3. Sentetik Kannabinoidlerin Farmokokinetigi

SC'lerin koétiiye kullanma potansiyelini degerlendirmede baglanma afinitesi (Ki),
yararli bir gosterge saglayabilir. Bazi SC'lerin Ki degerleri deneysel olarak ol¢tilmiistiir
ve literatirde yaymlanmustir™. Bir ilacin spesifik baglanma afinitesi (Ki) Chen-
Prousoff denklemi yardimiyla maksimum inhibisyonun %50’sini olusturan ilag

konsantrasyon (I1Cso) degeri belirlenerek hesaplanabilir.

Ki= 1Cso/1+[L]/Kq

[L], deneyde kullanilan radyoaktif ligand konsantrasyonu ve Kd, ligand i¢in
ayrigma sabitidir. Giiniimiizde ilgi uyandiran bazi sentetik kanabinoidler i¢in baglanma
afiniteleri yayilanmistir. Bir maddenin K;j’si ne kadar diisiikse reseptore o kadar siki
baglanir. Baglanma afinitesi, sentetik bir kannabinoidin istismar potansiyelinin
degerlendirilmesi i¢in Onemli bir gosterge olmasina ragmen, CB1 reseptoriindeki
etkililigini ve potensini de degerlendirmek gerekir. Etkinlik, bir ilacin reseptor
baglanmasina dayandirabilecegi maksimum biyolojik etkidir. Ilacin potensi ise dnciil bir

biyolojik etki elde etmek i¢in gereken 6l¢imiidiir™.

Sentetik kannabinoidler kimyasal yapis1 bakimimdan THC’ye benzemez fakat
kannabinoid reseptorlerine baglandiklarindan kannabimimetik etki gosterirler ve
THC’ye gore kannabinoid reseptorlerine baglanma afinitesi yaklagik 100-800 kat daha

35

fazladir™. In vitro arastirmalarda, bazi SC'lerin afinite sabiti (Ki) O0l¢iildiigiinde

kannabinoid reseptorlerine (¢ogunlukla CB1) THC'den daha hevesli bir sekilde

baglandig1 ve etkisinin doza bagli olarak daha giiglii bir yamt iirettigi bulunmustur>>®,

Maddelerin farmakokinetigi, maddenin viicuda absorbe edilmesi, dagilimi,
metabolizmasi ve atilimini igermektedir. SC bilesiklerinin emilimi ve dagilimi1 hakkinda
sadece birkag ¢alisma bulunmaktadir. SC'ler THC gibi lipofilik maddelerdir**. Teneffiis
edildikten sonra, SC'ler akcigerler yoluyla absorbe edilir ve hizla yag dokusuna yayilir
ve birikebilir, bu da uygulama sonrasinda kandaki ana ila¢ konsantrasyonunun hizli bir
sekilde azalmasma neden olur. Saito ve ark. yliksek lipofilisitesinden dolay1 yag
dokusunda MAM-2201 gibi bazi SC'lerin birikiminin oldugunu bildirmislerdir®”®.

SC’ler, kan beyin bariyerini asabilir ve beyin dokularinda birikebilir™.
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SC'leri igeren Spice iirilinleri piyasaya siiriiliirken, bu bilesiklerin metabolizma
yolaklart genel olarak bilinmemektedir®®. Bu nedenle, bu iiriinlerin istismarin
gostermek icin muhtemel idrar belirteclerini tanimlamak gerekmektedir. SC’lerin
metabolizmasi Tlizerine yapilan caligmalarin ¢ogu insan veya sican Kkaracigeri
mikrozomlarinda kullanilan modeller ile bu maddelerin metabolizma yolaklarini

belirlemektir®°.

Genellikle, metabolizma caligmalar1 SC'lerin kolayca metabolize edildigini ve
genis metabolizma yolaklarina sahip oldugunu gdstermistir. Ornegin; Naftoilindol
bilesiklerinin en yaygin metabolik yolu; indol, alkil ve naftil alt yapilarindaki
hidroksilasyondur. Naftil grubunda karboksilasyon, N-dealkilasyon ve dihidrodiyol
olusumu da gozlenmistir®™ . Pentanoik asit metabolitleri genellikle floriirlii analoglar
tarafindan tercih edilir. 5F-PB-22 baskin metabolik yolu ester hidrolizidir®’. SC'lerin
metabolitleri esas olarak idrarda glukuronid veya siilfat konjiigatlar1 olarak atilir.
Monohidroksile edilmis ve karboksilatlanmis metabolitlerin idrarda en yiiksek

miktarlarda oldugu bulunmustur®.

SC'lerin diinya pazarinda ortaya c¢ikisi ve yayilmasinin hizi nedeniyle bu

maddelerin farmakokinetik 6zelliklerinin arastirilmasi ¢cok 6nemlidir.

2.4.4. Sentetik Kannabinoidlerin Toksisitesi

Sentetik kannabinoidler oral veya intravendz olarak da tiiketilebilmesine ragmen
genellikle bir mafsal, kase veya su borusuyla tiittiiriilir. Akut etkileri ruh halinde
degisiklik, tasikardi ve konjaktiva enjeksiyonu dahil esrarin etkilerine benzer.
Inhalasyondan sonra 10 dakika icerisinde etkileri baslar ve ¢ogu etkisi kullanimdan 2-6
saat sonra kaybolur’®. 0,3 g’lik doz inhale edildiginde etkisinin 10 dakika icerisinde
meydana geldigi ve kavrama bozuklugunu baglattigi, algi ve ruh halinde degisimler
meydana getirdigi kaydedilmistir'2.

Akut toksisite ortak bulgudur ve sik sik anksiyete, ajitasyon, psikoz, tasikardi gibi

73-75

ciddi olan psikiyatrik ve tibbi etkileri bir arada gosterir Klinisyenler akut

noropsikiyatrik sikayetler gosteren bir kiside bu maddelerin degerlendirilmesi
gerektigini akillarinda bulundurmalidir. Dudak kurulugu, bas dénmesi ve bas agrisi

76,77

kaydedilen fizyolojik yan etkileridir™"’. Istenmeyen diger etkileri terleme, titreme,
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distoni ve solunum giicligidiir’®. Sentetik kannabinoidler ile iliskili acil tedavi
gerektiren ciddi toksisite durumlar1 akut bobrek yetmezligini, ndbetleri ve miyokardiyal

79-84

enfarktlisii icerir'~ . Ayrica sentetik kannabinoid kullanimi 6liime de sebebiyet

verebilir®®,
Esrara alternatif olarak gosterilen bu maddelere diinya ¢apinda ilginin artmasi

hastalik ve 6liim oranlarini da arttirmaya devam edecektir®’.

2.4.5. Bitkisel Uriinde Toksikolojik Analiz

Sentetik kannabinoidler ¢esitli fonksiyonel gruplari icermektedir. SC tasiyicisi
olarak kullanilan bitkisel iiriine genel bir ekstraksiyon yontemi uygulamak gerekir.
Ancak bu maddelerin yapisal benzerlikleri ve izomerik formlarindan dolay1 benzer veya
iist iiste ¢akisan kiitle spektrumlar1 goriiliir. Bu nedenle matriksin yapisinda eser

miktarda bulunabilir®.

Sentetik kannabinoid emdirilen Dbitkisel {iriin Oncelikle homojen hale
getirilmelidir. Ancak bitkisel iiriiniin yumusak ve hafif olmasindan dolay1 homojen hale
getirmek zor olabilir. Bitki 6giitiicii, elektrikli ogiitiicii, bilye ve havan gibi cesitli
homojenizasyon aletleri denenmis ve sasirtici bir sekilde higbiri kabul edilebilir
sonuglar iretmemistir. Onun yerine en etkili metot bitki materyalini incecik toz haline

gelene kadar zimpara kagidi ile 6giitmektir®.

Homojenize edilen 6rnek bir asit veya baz ile kombine ekstraksiyon ya da metanol
ile inkiibe edilir. Literatiirde genellikle bitkisel triin tartildiktan sonra metanol,
asetonitril, etanol ya da asetonitril: metanol (1:1 v/v) ile inkiibe edilmistir’™®®. Bu
yontemlerde yeterli miktardaki matriksi ekstrakte ederek c¢oklu pike sahip olan bir

kromatogram olusacaktir.

2.4.6. Biyolojik Orneklerde Toksikolojik Analiz Yontemleri

Kan, idrar ve sa¢ vb. biyolojik ornekler kiitle spektrometresi sinyallerine ve
ayrimlara girisim yapabilen pek ¢ok bileseni icermektedir. Biyolojik bir 6rnegi analitik
incelemeye uygun hale getirebilmek i¢in numune hazirlama basamaginin temel parcasi

olan ekstraksiyon islemini uygulamak gerekir. Bu islem ile kromatografide arka plan
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giiriltii olusumuna neden olan matris bilesiklerini (proteinler, tuzlar ve fosfolipidler
gibi) ortadan kaldirir, hedef ilaglar1 yogunlastirir, hassasiyeti arttirir ve tespit limitini
arttirir™. Analit ayirnminda en yaygin yaklasim analitin ve girisimlerin iki faz arasinda
dagildig1 iki fazli bir sistemi igerir. Hedef maddenin siv1 bir solvent ile kat1 veya sivi

karisimdan geri ¢ekilmesidir. Dagilim denge siirecidir ve tersine ¢evrilebilir.

Bir karisimdan istenen bilesenlerin izole edilmesi i¢in en kullanigh tekniklerin biri
sivi-sivi ekstraksiyon’dur (LLE). LLE, karisimi iki karismayan ¢ozilici kullanarak
ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bircok LLE'de fazlardan biri sulu, digeri
karismayan organik bir ¢oziiciidiir. Bu teknikte 6rnek bir fazin digerine karigmayan iki
safhada dagitilir. LLE, analitleri, karismayan iki sivi veya faz arasinda boliinerek
analitlerle parazitleri aymrir. Once, bilesen karistmi uygun bir ¢oziicii igerisinde
¢Oziindiiriiliir ve birinci ¢oziicli ile karigmayan ikinci bir ¢oziicli eklenir. Ardindan,
icerikler iyice kanstirilir (¢alkalanir) ve karismayan iki ¢oziicii katmanlara ayrilmaya
birakilmigtir. Stvi-sivi ekstraksiyon hizli, ucuz ve etkili olmasina ragmen solvent

tiiketimi fazladir™.

Kati-siv1 ekstraksiyonda (SPE) kati i¢inde bulunan madde bu maddeyi biiyiik
Olciide ¢ozebilen bir s1v1 yardimiyla alinir. Toksikolojik olarak iligkili madde ¢6ziiciiniin
secimine dayanan hidrofobik, hidrofilik, aromatik veya elektrostatik etkilesim
araciligiyla elde edilir. SPE’de analitler yitkama ve eliisyon adimlarmi takiben kati
sorbente emilerek ornekten alinir. Bu islem basamaklarinin her biri istenen maddelerin
tutunma ve serbest birakma mekanizmasi {izerinedir. SPE i¢in pek ¢ok ydntem
gelistirilmesine ragmen LLE kadar basit degildir ancak bu teknigin cazip avantajlar
sunar. SPE’nin yiiksek ekstraksiyon verimliliginden dolay1 solvent tiiketimini azaltan

¢ok kiiciik 6rnek miktari bile yeterli olmaktadir. Ayrica emiilsiyon olusumu yoktur®,

Ekstraksiyon numune ayirma islemi olarak kullanilirken Gaz kromatografi (GC)

ve Likit kromatografi (LC) gibi analitik yontemler maddeyi tespit etmek i¢in kullanilir.

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi ile birlestiginde gidada, su kirleticilerinin
tayininde, ila¢c ve uyutucu-uyusturucu maddelerinin ve metabolitlerinin tespitinde
kullanmight bir tekniktir. Gaz Kromatografi analitin gaz haldeki hareketli faz ile bir
katinin yilizeyine tutturulmus durgun sivi faz arasinda dagilimi {izerine kurulmustur. Bir

GC cihazinin ana bilesenleri tastyict gaz, enjektdr ve kolondur. Gaz kromatografi’de
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numune buharlastirilir ve kromatografik kolonun girigine enjekte edilir. Hareketli gaz
faz1 ile ayirim yapilir. Inert olmasi gereken tastyici gaz genelde helyum, hidrojen veya
azottur. Gaz se¢imi kullanilan dedektoriin tipine gore yapilmaktadir. Gaz kromatografi
ile kullanilan en basit kiitle detektorii iyon-tuzakli detektorlerdir. Bu dedektorde
kolondan gelen gaz elektron bombardimani veya kimyasal iyonlagma ile iyonlastirilir ve
radyo frekans manyetik alaninda depolanir. Tutulan iyonlar kiitle/yiik oranina gore
taranir’’. Bir amino veya hidroksil grubu gibi fonksiyonel bir gruba sahip pek ¢ok
bilesik, kolon sabit fazi arasinda polar bir etkilesime neden olabilir. Bu da kotii bir
kromatografiye ve analitin saptanamamasina yol agar. Bu problemlerin {istesinden
gelmek icin ekstraksiyon isleminden sonra bir tiirevlendirme islemi eklenmelidir.
Tiirevlendirme molekiiliin fonksiyonel gruplarini ve kimyasal 6zelliklerini degistirerek
onlar1 sabit faz ile daha az etkili hale getirir ve daha kararli bilesikler olusur.
Tirevlendirme ayrica kiitle spektrumunu, pikin seklini, hassasiyetini ve o6zglinligii
gelistirebilir.  Polar bilesiklerin  kuyruklanmasini  azaltabilir. Buharlasmay1 ve

iyonlagsmayi arttirarak daha iyi kromatogramlar elde edilmesini saglar.

Sivi kromatografi tekniginde hareketli faz sivi olup yaygm olarak kullanilan
analitik yontemler arasindadir. Yontemin duyarliligmin iyi olmasi, ugucu olmayan
tirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasimna uygun olmasi bu
yontemi cazip kilmaktadir. Aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, ilaglar, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tiirler ve
cesitli inorganik bilesiklerin analizi yap11abi1ir97. LC’de bir hareketli faz (mobil faz),
pompa, Ornekleyici ve kolondan olusmaktadir. Mobil faz bilesiklerin ayrilmasi ve
iyonlagmasi i¢in onemli bir bilesendir. Genellikle sulu faz ve organik faz olmak iizere
iki kisimdan olusur. SC analizlerinde, cogu LC-MS yonteminde oldugu gibi, mobil
fazin organik ¢oziiciisii i¢in metanol veya asetonitril yaygin olarak kullanilir. Asetik
asit, formik asit veya tuzlart ¢ogunlukla tampon katki maddeleri olarak segilir. Mobil
fazda tamponlar bilesikleri iyonlastirmak i¢in kullanilir. Kolon LC'nin 6nemli bir
bilesenidir, ¢iinkii analitler kolondan gectigi siirece ayrim iyi gerceklesir. Bir kolonun
gozenek yapisi, ylizey 6zelligi ve pargacik sekli ayrimin 1yi olmasina yardim ettiginden
kolonlar modifiye edilmis silika jeli ile doldurulur. Sentetik kannabinoid ve
metabolitlerinin ayrilmasinda C18 kolonlar kullanilmaktadir. LC/MS i¢in kuadrapol,

ucus zamanli ve iyon tuzakli olmak iizere pek ¢ok kiitle analizorii vardir. LC/MS, HR
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LC/MS, LC/QTOF-MS ile yeni ¢ikan sentetik kannabinoidler ve onlarin
metabolitlerinin olasi yapilarinin tespiti yapilmaktadir®®'%. LC-MS/MS ile sentetik

kannabinoid analizleri i¢in kalitatif ve kantitatif metotlar gelistirilmistir'®’ %,

Literatiirde modern analitik tekniklerle farkli biyolojik orneklerde sentetik
kannabinoid ve metabolitlerini tespiti ile ilgili pek ¢ok calisma yer almaktadir'®.
Sentetik kannabinoid ekstraksiyonunda solvent olarak n-hekzan: etilasetat (99:1),
terbiitilmetileter (MTBE), klorobiitan, izopropanol, metanol, klorobiitan: isopropanol
karigimi (7:3) kullanilirken sagta Salomone ve ark. sadece diklorometan ve n-hekzan:

etilasetat (9:1) karisimim kullanmuslardir™** 2,
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismanin deneysel bir hayvan c¢aligmasi olmasi nedeniyle Cukurova
Universitesi Saghk Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Etik
Kurulu’ndan onay alinmistir (Etik Kurul Onay No: sayi: 6, Tarih: 2 Mayis 2013).
Ayrica bu calismanin gerceklestirilebilmesi igin Cukurova Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi biitgesinden TF2013D5 no’lu proje ile parasal destek

saglanmistir.

Yasal esrar olarak reklami yapilan “Bonzai” bitkisel tirlinii Emniyet Midirligi
Kriminal Daire Baskanligi’ndan temin edilmistir. “Bonzai” igeriginde bulunan sentetik
kannabinoid tiirit GC/MS ile belirlenmistir. Siganlarin kan, idrar ve organ gibi biyolojik
orneklerinde LC/MSMS ile sentetik kannabinoid taramasi yapilmistir.

Sekil 10. Sigara gibi sarilan solutulacak bitkisel {iriin
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3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda deney hayvani olarak 200-250 g agirliginda 25 adet Wistar albino
tiri sigan kullanildi. Siganlara ihtiyaglar1 kadar yiyecek ve igecek verildi. Laboratuvar
oda sicakliginda (23 = 1 °C) ve 12 saat aydinlik — karanlik siklusun olacag: sekilde
ayarlandi.

Siganlar 4 arastirma ve 1 kontrol olmak iizere 5 gruba (n=5) ayrildi. Bitkisel
tiriiniin dozlar1 ve kontrol grubu farkli giinlerde ve rasgele dozlarda ¢aligilarak siganlara
tek tek Ozel olarak hazirlanmis dumanlama diizenegi ile solutuldu. Kontrol grubuna
yavsan otu, birinci gruba 5 mg, ikinci gruba 10 mg, tiglincii gruba 20 mg ve dordiincii
gruba 100 mg bitkisel {iriin yavsan otu ile karistirilarak sigara gibi verildi. Bitkisel iiriin

tamamen tlikenene kadar (3-5 dakika) si¢canlar dumana maruz birakildu.

I. Deney grubu
5 mg Bonzai bitkisi

I1. Deney grubu

10 mg Bonzai bitkisi
Kontrol grubu

(n=5)
Yavsan otu

111. Deney grubu

20 mg Bonzai bitkisi

15,30 ve 45. dk kan
12 saatlik idrar
Akciger, Karaciger, Beyin, Bobrek

IV. Deney grubu
100 mg Bonzai bitkisi

15,30 ve 45. dk kan
12 saatlik idrar
Akciger, Karaciger, Beyin, Bobrek

Sekil 11. Deneysel diyagram
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Tek tek inhalasyon iglemi yapilan her bir sicanin kuyruk venine katater takilarak
15, 30 ve 45. dakikalarda alinan kan 6rnekleri heparinli tiiplerde analize kadar -20°C’de
muhafaza edildi. Sentetik kannabinoid metabolitlerinin tespiti i¢in sicanlar metabolik
kafese alindi ve 12 saatlik idrar Ornekleri toplandi. Kan ve idrar orneklerinin
toplanmasindan sonra sicanlar dekapite edilerek akciger, karaciger, bobrek ve beyin

dokular1 topland1 ve analize kadar -20°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2. Inhalasyon Diizenegi

Dumana maruz birakma islemi literatiirde tanimlanan sistem referans alinarak
yaptimistir’?2.  Dumanlama i¢in kullamlan diizenek, 3 litre aktif hacme sahip olup
icerisine siganlarin koyulabilecegi 10x15x20 cm o6l¢iilerinde ¢ekmeceli bir kutu yer
almaktadir. Kutu igerisine yerlestirilen denek, kafes igerisine yerlestirildiginde dis
ortamdan atmosferik olarak izole edilmis oldu. Yakilan bitkisel iiriiniin puflamasinda
sistemde bulunan enjektor tipi dozimat kullanildi. Bu dozimat sayesinde her bir puf
kafes ¢atisinda bulunan fan yardimiyla homojen olarak kafese dagilmistir. Her bir puf
hacmi 0-50 ml araliginda ayarlanabilmis ve gerek duyulmasi halinde 50 ml hacme kadar
hava ile seyreltilebilmistir. Dozimat; kafes (i¢ fan) ve gaz yikayici sistemle 0-99 sn
araliginda ayarlanabilecek sekilde senkronize edildi ve bdylece dumanlama aralarinda
siganlarin temiz hava almalar1 saglanmistir. Sistemin temiz hava girisi ise kafes altinda
yer alan tek yonlii olarak hava geciren deliklerle saglanmistir. Sistemde yer alan
vakumlu gaz yikama sistemi atik dumanmi %10’luk NaOH c¢ozeltisi i¢inde yikayacak
sekilde tasarlanmistir. Deney diizeneginde bir baska duman c¢ikisi ise enjektor tipi
dozimata bagli bulunan ve icerisinde bitki materyalinin yakildigi pipo’dur. Bu noktadan

¢ikan dumanin azlig: diisiiniilerek olusacak duman su trombu kullanilarak yikanmistir.
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Kafes Sigara yakma kismi1 Dozimat

Sekil 12. Inhalasyon diizenegi ve asamalari

Sekil 13. Bitkisel {iriiniin yavsan otu ile karistirilarak sigara gibi sarilma iglemi
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3.3. Deneyde Kullanilan Malzemeler
3.3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

5F-NPB-22 standard1 (Chiron, reference standarts)

AB-FUBINACA, AB-FUBINACA 2A metaboliti, AB-FUBINACA 2B
metaboliti (Cayman chemical, reference standarts)

JWH-073-d7 internal standart (Cayman chemical, reference standarts)
thccooh-d3 internal standart (Cayman chemical, reference standarts)
B-glucuronidase (Sigma Aldrich, 463000 units/g solid)

Amonyum Format (Sigma Aldrich)

Asetonitril (Merck)

Etil asetat (Merck)

Metanol (Merck)

Ultra saf su (Merck)

0.1 M pH:10 KH,PO, tamponu

0.1 M pH:6.5-7 KH,PO, tamponu

3.3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Gaz-Kromatografi/ Kiitle Spektrometresi (Agilent 6890N GC, 5973 MS)
Likit Kromatografi/ Tandem Kiitle Spektrometresi (Shimadzu, LC Nexera XR,
8040 MS)

Santrifiij (6000 devir/dk- Centurion Scientific Limited)

Vorteks (Velp Scientifica)

Hassas terazi (Mettler Toledo)

Ultrasonikator (Bandelin Sonorex)

Karistirict (IKA labortech)

Blok 1siticili azot evaporatdr (MD 200 Sample concentrator)

Kati-s1v1 ekstraksiyon manifoldu (Biotage)

HLB ekstraksiyon kartusu (3cc 60 mg, Waters)

Cam tiip (10 ml’lik)

Pastor pipeti

Enjektor
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Membran filtre (0.22um PTFE, Shimadzu)
Meziir

Balon joje

Vial ve vial kapagi

Cam insert

3.4. Orneklerin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon Islemi
3.4.1. Bitkisel Uriiniin Ekstraksiyonu

Emniyet Miidiirliigii Kriminal Daire Baskanligi’ndan alinan ve piyasada “Bonzai”
ad1 altinda satilan yesil toz renkli bitkisel iirtinden 50 mg tartilip iizerine 5 ml metanol
eklenerek karistiric1 vasitastyla 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra

0.22 um membran filtre ile siiziilerek GC/MS’e enjekte edildi.

3.4.2. Kan ve Idrar Orneklerinin Ekstraksiyonu

Kan o6rneklerinin hazirlanmasinda sivi-sivi ekstraksiyon yontemi secildi. Analize
kadar -20°C’de Vacutainer B-D tiipiinde muhafaza edilen kan 6rneklerinden 250’ser ul
tiim kan alinarak cam tiiplere koyuldu. Uzerlerine jwh-073-d7 ( 0.5 ng/ml, 1S), 2 ml
asetonitril:etil asetat (75:25) ve 0.5 ml 0.1 M pH:10 fosfat tamponu eklendi. Bu karigim
iyice karistirildiktan sonra 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Ayrilan organik faz,
pastor pipeti ile baska bir tiipe alinarak 45 °C’de azot gazi altinda uguruldu. Ornekler
250 pl metanol igerisinde ¢oziilerek cam insert’e koyulup LC/MSMS’e enjekte edildi.

Kan 6rneklerinin ekstraksiyon algoritmasi Sekil 14°de gosterilmektedir.
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Kan Ekstraksiyonu

250 pl kan+50 pl IS+ 0.5 ml 0.1 M pH:10 KH,PO,4 tamponu
vorteks ile iyice karistirilir

l

2 ml asetonitril:etilasetat (75:25) karisimi eklenir ve iyice karistirilir
4000 rpm 10 dk santrifiyj edilir
Organik fazi alinir
Eltienti 45 C’de azot gaz1 altinda ugurulur

250 pl metanolde ¢ozerek LC/MSMS’e enjekte edilir

Sekil 14. Kan drneklerinin ekstraksiyon algoritmast

Idrar 6rneklerinin hazirlanmasinda HLB kartus ile kati-s1v1 ekstraksiyon ydntemi
yapildi. 24 saatlik idrar Srneklerinden 1 ml alindi. Idrarda enzimatik hidroliz igin
tizerine 50 ul B-glucuronidase (10.000u/ml) ve 1 ml 0.1 M pH:6.5-7 fosfat tamponu
eklenerek oda sicakliginda 20-25 dk. inkiibasyona birakildi. HLB kartus sirasiyla 2 ml
metanol ve 2 ml saf su ile sartlandirildi. Ornek kartusa yiiklenerek kartustan kendi akis
hizinda gegmesi saglandi. Ornek kartustan gegtikten sonra 2 ml %5’lik metanol ile
yikama yapildi. Kartus vakum altinda 10-15 dk. kurutulduktan sonra eliient 2 ml
asetonitril:etilasetat (75:25) karisimi ile alindi. Alinan eliient 45°C’de azot gazi altinda
ucurulduktan sonra 1 ml metanol igesinde ¢oziildii. Son olarak membran filtreden
gecirilen bu karisim viale koyulup LC/MSMS’e enjekte edildi. Idrar &rneklerinin

ekstraksiyon algoritmasi Sekil 15’de gosterilmektedir.

29



OASIS HLB (3cc 60 mg) ile idrar Ekstraksivonu

Sartlandirma { 2 ml metanol

2 ml saf su

1 ml idrar + 50 ul B-glucuronidase + 1 ml 0.1 M pH:6.5-7 KH,PO, tamponu
l oda sicakliginda 20-25 dk inkiibasyon

Yikama: 2 ml %35 metanol

l

Vakum altinda 10-15 dk. kartus kurutulur

l

2 ml asetonitril:etilasetat (75:25) ile eliient alinir

l

45 C’de azot gaz1 altinda ugurulur

1 ml metanol igerisinde ¢oziip LC/MSMS’e verilir

Sekil 15. Idrar rneklerinin ekstraksiyon algoritmasi

3.4.3. Organ Orneklerinin Ekstraksiyonu

Analize kadar -20°C’de plastik kaplarda saklanan akciger, karaciger, bobrek ve
beyin dokularindan 1’er gram tartilarak iizerine 4 ml 0.1 M pH:10 fosfat tamponu
eklenerek homojenizator ile pargalandi. Homojenizattan diiz cam tiipe 1 ml alinarak
izerine internal standart (4 ng/g) ve 0.5 ml 0.1 M pH:10 fosfat tamponu eklendi.
Vorteks ile karistirildiktan sonra 2 ml asetonitril:etilasetat (75:25) karisimi eklenerek
tekrar iyice karigtirildi. 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra alinan {ist faz
45°C’de azot gaz1 altinda ucuruldu. Eliient, 1 ml metanol icerisinde ¢oziildiikten sonra
membran filtreden gegirilerek LC/MSMS’e enjekte edilir. Idrar 6rneklerinin

ekstraksiyon algoritmasi Sekil 16’da gosterilmektedir.
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Organ Ekstraksiyonu

Homojenizasyon: 1 gram organ + 4 ml 0.1 M pH: 10 KH,PO, tamponu

1 ml homojenizat + IS (4 ng/g) + 0.5 ml 0.1 M pH: 10 KH,PO, tamponu
l Vorteksle

2 ml asetonitril:etilasetat (75:25) karigimi eklenir
l 4000 rpm 10 dk santrifiij edilir

Organik fazi alip 45 C’de azot gazi altinda ugurulur

l

Elienti 1 ml metanolde ¢oziip LC/MSMS’e verilir

Sekil 16. Organ 6rneklerinin ekstraksiyon algoritmast

3.5. Cihaz Parametreleri
3.5.1. GC/MS Calisma Sartlar

Bitkisel iiriin igerigindeki maddenin tespiti Hewlett-Packard 5973 kiitle segici
dedektorle eslesmis 6890 N Agilent marka gaz kromatografi cihazi ile yapildi. 50 ve

550 atomik kiitle birimi arasinda tarama yapildi. Cihaz parametreleri;

- Kolon: HP-5MS %5 phenylmethyl siloxane 30.0 m x 250 um x 0.25um kapiler
kolon

- Tasiyict gaz: Helyum 1 ml/dk

- Inlet: Split 1:10

- Firin sicakligi: 50°

- Dedektor sicakligi: 280°C

- Enjeksiyon sicakligi ve hacmi: 300°C ve 1 pl

Sicaklik Programi; 50°C’den 10°C’lik artislarla 300 °C’de 5 dk tutulur. Toplam

analiz stiresi 32 dakikadir.
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Sekil 17. GC/MSMS cihaz1

3.5.2. LC/MSMS Calisma Sartlarn

Calismada kan, idrar ve organ gibi biyolojik 6rneklerin hazirlanmasindan sonra

elde edilen numunelerin analizi Shimadzu marka LC Nexera 8040 MS cihazi ile yapildi.

Sekil 18. LC/MSMS cihaz1
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- Kolon: Restek Allure PFPP Spum 50x2.1 mm
- Iyon Kaynag:: Elektro spray ionization (ESI)
- Gaz Akisi: 0.4 ml/dk

- Firin Sicakligi: 40°C

- DL Sicakligi: 250°C

- Heat Block Sicakligi: 400 °C

- Dedektor Voltaji:1.88 kV

- Interface Voltaji: 4.5 kV

- Nebulizing gaz: 3L/dk

- Gradient Programi: Binary gradient

- Enjeksiyon hacmi: 20 pl

- Analiz Siiresi: 20 dk

- Mobil Faz A: 1 litre ultra saf su igerisinde 10mM Amonyum Format
- Mobil Faz B: Metanol

- igne yikama: Metanol:Su (50:50 v/v)

Tablo 2. LC/MSMS Gradient Programi

Zaman (dk) Akis (Mobil Faz) %
10.00 Pump B Conc. 95
15.00 Pump B Conc. 95
15.01 Pump B Conc. 5
20.00 Stop

Bitkisel iirtinde tespit ettigimiz maddeler LC/MSMS kiitiiphanesinde
olmadigindan bu maddelerin ve metabolitlerinin referans maddeleri cihaza tanitilarak
optimizasyon yapildi. Bu maddeler igin MRM (Multiple Reaction Monitoring) modu
kullanild1. Bu maddeler LC/MSMS’de pozitif modda tespit edildi.
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Tablo 3. LC/MSMS Cihazinda Analizi Yapilan Maddelerin ve Metabolitlerinin MRM Degerlerleri

Compound Product ion — Precursor ion
(Maddeler) (m/2) (m/2) RT (dk) | Q1(V) | CE(V) | Q3(V)
. 369.20 109.05 13 | 46 | 20
AB- Fubinaca 953,90 8.70 13 5 5
AB-Fubinaca 399.20 253.10 630 14 | 25 | 26
metabolite 2A 109.10 ' -14 -47 -20
AB-Fubinaca 399.25 253.10 6.36 -14 -26 -26
metabolite 2B 109.00 : 14 | 45 | a8
378.05 233.10 18 | 18 | 24
5F-NPB-22 213.10 9.44 a8 | 26 | -22
315.20 259.10 21 | 22 | 28
A9-THC 233.05 1038 |\ L1 | 21 | 4
345.00 193.00 16 | 27 | -19
THC-COOH 299.00 8.57 27 | 20 | 20
. 335.10 127.10 17 | 47 | 24
jwh-073-d7 2 042 | 0| S| 2

3.6. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi kan, idrar, organ ve bitki 6rnegi i¢in ¢izildi. AB-Fubinaca, AB-
Fubinaca metabolite 2A, AB Fubinaca metabolite 2B, 5F-NPB-22, A9-THC
maddelerinden olusan 10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1000 ng/ml stok ¢6zelti hazirlandi.

Kan kalibrasyon egrisi i¢in negatif kana kalibrasyon noktalar1 0.5, 1, 1.5, 3, 4.5, 6,
7.5 ve 10 ng/ml olacak sekilde stok ¢ozeltiden ve 0.5 ng/ml konsantrasyonda jwh-073-
d7 internal standarttan eklendi. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-
Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 maddelerinin korelasyon katsayisi sirasiyla
0.997, 0.998, 0.999 ve 0.996’dir. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-
Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 maddelerinin kandaki tespit limiti (LOD)
sirastyla 0.27, 0.04, 0.04 ve 0.11 ng/ml; hesaplama limiti( LOQ) ise 0.81, 0.12, 0.11, ve
0.32 ng/ml°dir. Ekstraksiyon geri kazanim1 AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A,
AB-Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 igin sirasiyla % 80, 70, 72 ve 103
bulunmustur. Sekil 19, 20, 21 ve 22’de Ab-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-
Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 maddelerinin kalibrasyon egrileri verilmistir.
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Sekil 19. AB-Fubinaca kandaki kalibrasyon egrisi
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Sekil 20. AB-Fubinaca metabolite 2A kandaki kalibrasyon egrisi
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Sekil 21. AB-Fubinaca metabolite 2B kandaki kalibrasyon egrisi
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Sekil 22. 5F-NPB-22 kandaki kalibrasyon egrisi
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Idrar kalibrasyonu icin kalibrasyon noktalar1 1, 2, 5, 10, 20, 30 ve 50 ng/ml
olacak sekilde 1 ml negatif idrara stok karisimdan eklendi. Idrar igerisindeki internal
standart konsantrasyonu 5 ng/ml’dir. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-
Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 maddelerinin korelasyon katsayisi sirasiyla
0.998, 0.994, 0.996 ve 0.990°dir. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-
Fubinaca metabolite 2B ve 5F-NPB-22 maddelerinin idrardaki tespit limiti (LOD)
sirasiyla 0.1, 0.04,0.04 ve 2.6 ng/ml; hesaplama limiti (LOQ) ise 0.32, 0.13, 0.13 ve
8.00 ng/ml’dir. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-Fubinaca metabolite 2B
ve 5F-NPB-22 i¢in idrardaki geri kazanim oranlar1 sirasiyla %97, 92, 91.2 ve 75’tir.
Sekil 23, 24 ve 25’te AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A, AB-Fubinaca

metabolite 2B’nin idrardaki kalibrasyon egrileri gosterilmektedir.
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Sekil 23. AB-Fubinaca idrardaki kalibrasyon egrisi
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Sekil 24. AB-FUBINACA metabolite 2A idrardaki kalibrasyon egrisi
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Sekil 25. AB-Fubinaca metabolite 2B idrardaki kalibrasyon egrisi

Organ Orneklerinin kalibrasyonu i¢in 4, 10, 20, 30, 40 ve 60 ng/mg
konsantrasyonlarinda kalibrasyon noktalar1 olusturuldu. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca
metabolite 2A ve AB-Fubinaca metabolite 2B maddelerinin korelasyon katsayisi
sirasiyla 0.996, 0.990 ve 0.996’dir. AB-Fubinaca, AB-Fubinaca metabolite 2A ve AB-
Fubinaca metabolite 2B i¢in kalibrasyon egrileri sekil 26, 27 ve 28’de verilmistir.
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Sekil 26. AB-Fubinaca akcigerdeki kalibrasyon egrisi
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Sekil 27. AB-Fubinaca metabolite 2A akcigerdeki kalibrasyon egrisi
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Sekil 28. AB-Fubinaca metabolite 2B akcigerdeki kalibrasyon egrisi

Bitkisel iiriin i¢in kalibrasyon noktalar1 5, 10, 20, 40 ve 60 ng/ml olacak sekilde
hazirland:. Internal standart madde olarak jwh-073-d7 ve thccooh-d3 eklendi. A9-THC,
AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22’nin korelasyon katsayilari sirasiyla 0.996, 0.998 ve
0.999’dur. A9-THC ve 5F-NPB-22’nin kalibrasyon egrisi sekil 29 ve 30°da yer

almaktadir.
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Sekil 29. A9-THC kalibrasyon egrisi
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Sekil 30. 5F-NPB-22 kalibrasyon egrisi
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4. BULGULAR

4.1. Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometre Analizi

Kannabimimetik etkiler gosteren bitkinin deneysel olarak hayvanlara verilmeden

once igerigindeki sentetik kannabinoid ¢esidini belirlemek i¢in yapilan 6l¢timlerdir.

Yapilan analiz sonucunda bitkisel iiriinde A9-THC, AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22
sentetik maddeleri tespit edilmistir. Bu maddelerin esrar bitkisine piskiirtildigi
goriilmiistiir. “Bonzai” bitkisinde tespit edilen A9-THC, AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22
maddelerinin GC/MS kromatogrami sekil 31, 32 ve 33’de gosterilmektedir.
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Sekil 31. Bitkide tespit edilen A9-THC’nin kromatogrami
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lon 253.00 (252.70 to 253.70): NPTP.D\data.ms
lon 109.00 (108.70 to 109.70): NPTP.D\data.ms
lon 324.00 (323.70 to 324.70): NPTP.D\data.ms

Sekil 32. Bitkide tespit edilen AB-Fubinaca’nin kromatogrami

lon 233.00 (232.70 to 233.70): NPTP.D\data.ms
lon 145.00 (144.70 to 145.70): NPTP .D\data.ms
lon 289.00 (288.70 to 289.70): NPTP.D\data.ms

25.6025.7025.8025.9026.0026.1026.2026.3026. 4026 5026 6026.70

Sekil 33. Bitkide tespit edilen 5F-NPB-22’nin kromatogrami
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4.2. Likit Kromatografi /Tandem Kiitle Spektrometre Analizi

Bitki icegindeki sentetik kannabinoidlerin % miktar1 ve deneysel olarak
inhalasyon yoluyla hayvanlara verilen bitkisel {iriinlin kan, idrar ve organ orneklerinde

tespiti i¢in yapilan dl¢timlerdir.

Bitkide A9-THC %1.7 ve 5F-NPB-22 ise % 8.5 (w/w) oraninda bulunmustur.
Bitki icerigindeki AB-Fubinaca maddesinin % miktar1t LC/MSMS ile belirlenememistir.

4.3. Deneysel Calisma

Kontrol grubunda yer alan hayvanlara igerisinde sentetik kannabinoid olmayan
yavsan otu solutulmustur. Kontrol grubundan 15, 30 ve 45. dakikalarda kan, 12 saatlik
idrar 6rnegi ve 12 saat sonunda sicanlarin dekapite edilmesi ile akciger, karaciger, beyin
ve bobrek gibi organ Ornekleri toplanmustir. Kontrol grubundan 15, 30 ve 45.
dakikalarda alinan kan, 12 saatlik idrar ve 12 saat sonunda dekapite edilerek alinan
akciger, karaciger, beyin ve bobrek gibi organlarinda sentetik kannabinoid tespit

edilememistir.

Birinci deney grubuna 5 mg sentetik kannabinoid iceren bitkisel iirlin yavsan otu
ile kanistirilarak solutulmustur. Siganlardan 15, 30 ve 45. dakikalarda kan, 12 saatlik
idrar 6rnegi ve 12 saat sonunda sicanlarin dekapite edilmesi ile akciger, karaciger, beyin
ve bobrek gibi organ ornekleri toplanmistir. 5 mg bitkisel iiriin verilen sigan grubunun
15, 30 ve 45. dakikalarda alinan kan, 12 saatlik idrar ve 12 saat sonunda dekapite
edilerek alinan akciger, karaciger, beyin ve bobrek gibi organlarinda sentetik

kannabinoid tespit edilememistir.

Ikinci deney grubuna 10 mg sentetik kannabinoid iceren bitkisel iiriin yavsan otu
ile karistirilarak solutulmustur. Siganlardan 15, 30 ve 45. dakikalarda kan, 12 saatlik
idrar 6rnegi ve 12 saat sonunda sicanlarin dekapite edilmesi ile akciger, karaciger, beyin
ve bobrek gibi organ 6rnekleri toplanmistir. 10 mg bitkisel iiriin verilen sigan grubunun
15, 30 ve 45. dakikalarda aliman kan ve 12 saatlik idrar Orneklerinde sentetik
kannabinoid tespit edilememistir. 12 saat sonunda dekapite edilerek alinan akciger,
karaciger, beyin ve bobrek gibi organlar igerisinde sadece 1 siganin akcigerinde 2.4 ng/g

AB-Fubinaca maddesi pozitif bulunmustur.
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Uciincii deney grubuna 20 mg sentetik kannabinoid iceren bitkisel {iriin yavsan
otu ile karistirilarak solutulmustur. Siganlardan 15, 30 ve 45. dakikalarda kan, 12 saatlik
idrar 6rnegi ve 12 saat sonunda sicanlarin dekapite edilmesi ile akciger, karaciger, beyin
ve bobrek gibi organ ornekleri toplanmistir. 20 mg bitkisel iiriin verilen sigan grubunun
15, 30 ve 45. dakikalarda alinan kan ve 12 saatlik idrar Orneklerinde sentetik
kannabinoid tespit edilememistir. 12 saat sonunda dekapite edilerek alinan akciger,
karaciger, beyin ve bobrek gibi organlar igerisinde sadece 1 si¢anin akcigerinde 2.7 ng/g

AB-Fubinaca maddesi pozitif bulunmustur.

Dordiincii deney grubuna 100 mg sentetik kannabinoid igeren bitkisel tirlin yavsan
otu ile karistirilarak solutulmustur. Sicanlardan 15, 30 ve 45. dakikalarda kan, 12 saatlik
idrar 6rnegi ve 12 saat sonunda sicanlarin dekapite edilmesi ile akciger, karaciger, beyin
ve bobrek gibi organ Ornekleri toplanmustir. 100 mg bitkisel iriin verilen sigan
grubunun 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan kan ve 12 saatlik idrar 6rneklerinde sentetik
kannabinoid tespit edilememistir. Kontrol grubu igerisinde metabolik kafeste her bir
hayvan i¢in ayr1 ayr1 toplanan 12 saatlik idrar ortalama 8-10 ml iken bu deney grubunun
2 tanesinde 3-4 ml, geriye kalan sicanlarda ise hi¢ idrar ¢ikisi olmamistir. 12 saat
sonunda dekapite edilerek alinan akciger, karaciger, beyin ve bobrek gibi organlar
icerisinde sadece akcigerlerde sentetik kannabinoid tespit edilmistir. 100 mg bitkisel
tirlin verilen siganlarin akciger dokusundaki AB-Fubinaca konsantrasyonu ortalama 5
ng/g bulunmustur. 100 mg bitkisel iirlin verilen sicanin akcigerinde tespit edilen AB-

Fubinaca maddesinin LC-MSMS cihazindaki kromotagrami Sekil 34’de verilmistir.

13:369,20=109,05(+
300002:369,20=253 20(+

25000@
20000@
15000@
10000@

5000

Sekil 34. 100 mg bitkisel {iriin verilen siganinin akcigerindeki AB-Fubinaca kromatogrami
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Sekil 35. Kontrol grubu akciger goriintiisii ve 100 mg bitkisel iiriin solutulan siganin akcigerinde goriilen
petesiyel kanama

Bu ¢alismanin veri analazi SPSS 20istatistik program kullanilarak hesaplanmastir.
Verilen bitki miktarina gore organlarda maddenin saptanma oranini modellemek i¢in
probit analizi kullanilmigtir. Buna gore en ¢ok saptanan organ olan akciger i¢in goriilme
olasiligin1 bitki miktarina gore gosteren sonug elde edilmistir. Ayrica bitkisel {iriiniin
miktarinin artis1 ile organda goriilme olasiliginin artip artmadigi Cochran Mantel
Haenszel (CMH) istatistigi ile incelenmistir. Buna gore akcigerde doz artis1 ile
maddenin saptanma olasiliginin arttig1 belirlenmistir (p=0.017). P degeri 0.05’ten kiigiik

oldugundan sonug istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Akcigerde gériilme olasilig:

Sekil 36. Verilen bitkisel iiriiniin miktaria gore AB-Fubinaca’nin akcigerlerde goriilme olasilig1
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5. TARTISMA

Tirkiye’nin Asya ve Avrupa arasinda onemli bir gecis glizergahi lizerinde olmasi,
yasal veya yasal olmayan ticaretin yapilmasina neden olmaktadir. Uyusturucu madde
kacakeilig1 sucu; siddet suglari, cinayet, sahtecilik, hirsizlik ve sinir ihlali olaylari, silah
kagakeilig1 ve terdrizm gibi suglari da beraberinde getirmektedir. Bu durumun sonucu
olarak, uyusturucu suglar1 yalin bir su¢ olmaktan 6te oldukc¢a karmasik bir yapiya sahip,

uluslararasi boyutta ve organize su¢ kapsamina girmektedir123.

Yeni nesil psikoaktif maddeler diinya pazarinda hizla yayilmaya devam
etmektedir. 2014 yilinda diinya genelinde 32 ton sentetik kannabinoid ele gecirilmis,
bunun 26.5 tonu Amerika Birlesik Devletileri’nde yakalanmistir. Basta Kibris ve
Tirkiye olmak tizere Avrupa’da ele gecirilen sentetik kannabinoid miktar1 5.4

124 Cin, Amerika Birlesik Devletleri, Ispanya, Hollanda, Portekiz, Ingiltere ve

ton’dur
Macaristan gibi iilkelerden yasadisi yollarla iilkemize getirilmektedir. Bu sebeple bu
tilkelerde daha etkili kontrol Olgimleri uygulanmalidir. Ayrica piyasada yer alan
sentetik kannabinoid ¢esidinin fazla olmasi Onleme, tedavi, kontrol ve tanimlama

cabalarini zor hale getirmektedir.

Uyusturucu zararint azaltmak igin en etkili yol kan ve idrar analizleri ile kiside
sentetik kannabinoid tespit etmek, bu analizler i¢in hizli ve gilivenilir metotlar
gelistirmek ve validasyonunu yapmaktir. Ancak sentetik kannabinoidlerin kimyasal
yapisinin kolayca siirekli olarak degistirilmesi bu maddelerin kan, idrar vb. biyolojik

orneklerde tespitini zorlagtirmaktadir.

Calismanin ilk asamast Emniyet Daire Kriminal Baskanligi’ndan alinan bitkisel
iirlin igerisindeki sentetik kannabinoid tlriinii ve % miktarin1 belirlemek olmustur.
“Bonzai” adi altinda satilan bitkisel tiriiniin GC/MS’de yapilan toksikolojik analizi
sonucunda A9-THC, AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22 maddelerini igerdigi bulunmustur.
Ulkemizde AB-Fubmaca 2013 yilinda piyasada goriiliirken, SF-NPB-22 sentetik
kannabinoidi 2014 yilinda ortaya ¢ikmistir. Bitkide A9-THC’nin tespit edilmesi AB-
Fubinaca ve 5F-NPB-22 sentetik maddelerinin esrar bitkisine piiskirtiildiigiini
gostermistir. Bitki icerigindeki sentetik kannabinoid tiiri GC/MS ile belirlenebilirken,
bu maddelerin % miktart dedeksiyon limitinin yiiksek olmasindan dolay1 GC/MS ile
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tespit edilemedi. Onun yerine bitkisel tiriindeki miktarsal analiz LC/MSMS cihazi ile
yapilmigtir. LC/MSMS’de A9-THC ve 5F-NPB-22’nin % igerigi belirlenirken bitki
igeriklerinin kompleks yapisindan (yag asitleri veya gliserin gibi yapilar) dolay: cihazda

girisim yapmasi AB-Fubinaca’nin tespitini gélgelemistir.

Istanbul’da yapilan anket c¢alismasinda, katilimcilarn  %54.3’i  sentetik
kannabinoid igerikli iirlinleri diizenli (kronik) olarak kullandiklarini, %45.7’si bu
maddeleri kullandigi donemde aktif olarak baska bir madde daha kullandigini
bildirmistir. Ayn1 zamanda katilimcilara bu maddelerin uygulanma sekli soruldugunda
%38.6’s1 kova, %35.7’si sarma sigara, %15°1 sigara ucu ve %10’u pet sise yontemini
kullanarak bu maddeleri almistir. Katilimcilarin  %75.7’si kullandiklar1  sentetik
kannabinoidin etkisinin nefesi ¢ektikten sonra ilk 5 saniye i¢inde geldigini %17’si etki
gelis siiresinin 1 dakikaya kadar uzayabildigi, %7.1°1 ise etkinin 5. dakikadan sonra
geldigini soylemistir. Etki siiresi soruldugunda ise katilimcilarin %48.6°s1 etki siiresinin
yarim saat ile bir saat arasinda degistigini, %28’1 etki siiresinin yarim saati bulmadigini,
% 21’1 ise etkinin doksan dakikadan fazla oldugunu belirtmistir. Kullandiklar1 yontem
ve etki siiresi arasinda istatistiki olarak anlamh bir iliski bulmamuslardir'®. Calismada
200-250 g agirhigindaki sicanlara dort farklt miktarda (5, 10, 20 ve 100 mg) AB-
Fubinaca ve 5F-NPB-22 kimyasal maddeleri igeren bitkisel iirlin yavsan otu ile
karistirilarak inhalasyon yoluyla verilmistir. Bu calismada farkli dozlarda sentetik
kannaboid igerikli bitkinin verilmesinin sebebi akut inhalasyonun diisiikk miktarda tespit

edilip edilmeyecegidir.

Calismanin ikinci asamasi kan, idrar ve organ gibi biyolojik 6rneklerde hem AB-
Fubinaca hem de 5F-NPB-22’nin ayni ekstraksiyon yontemi ile hassas analitik yontem
gelistirerek validasyonunu yapmaktir. Biyolojik Orneklerin inkiibasyon isleminden
sonra elde edilen ¢ozelti yliksek oranda safsizlik icermektedir. Bu nedenle analiz 6ncesi
stvi-sivl ya da kati-sivi ekstraksiyon igeren bir clean-up yontemi uygulanmalldlr126.
Literatiirde AB-Fubinaca ve metabolitlerinin, 5F-NPB-22 sentetik kannabinoidinin ayni
ekstraksiyon yontemi ile ¢ekildigi bir clean-up yontemine rastlanmamuistir. Bu nedenle
calismada hem AB-Fubinaca ve metabolitlerinin hem de 5F-NPB-22’nin aym
ekstraksiyon yontemi ve yliksek geri kazanim oraniyla kisa siirede tespit edilebilmesi

icin ekstraksiyon yonteminin validasyonu yapildi. Laboratuvarimizin genel durumu goz

oniinde bulunduruldugunda yapilan geri kazanim oranlarinin da birbirine yakin olmasi
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nedeniyle calismada kan ve organ Orneklerinde sivi-sivi ekstraksiyon yontemi tercih

edilirken idrar 6rneklerinde kati-s1v1 ekstraksiyon yontemi tercih edilmistir.

Ekstraksiyonda eliienti alirken hekzan: etilasetat (99:1), hidroklorik asit (HCI),
terbiitilmetileter (MTBE),asetonitril ve  asetonitril:etil asetat (75:25) karisimlar
denenmis, her iki madde ve metabolitler i¢cin en iyi ¢ozeltinin asetonitril:etil asetat

(75:25) karisimi oldugu goriilmiistiir.

Pek ¢ok ilag ve uyutucu-uyusturucu madde idrarda konjugatlart halinde
atilmaktadir. Bu nedenle idrar 6rneklerinde dekonjugasyonu islemi i¢in B-glucuronidase
enzimi ile hidroliz etmek gerekir. Glukuronatlar daima B konfigiirasyonu gosterirler™?’.
Idrarda enzim hidrolizi genellikle 45 °C, 55 °C ve 75°C sicakliklarda yapilmaktadir.
Laboratuvarda idrarda yapilan ekstraksiyon geri kazanim ¢alismasinda idrar 6rneginin
55 °C’de 45 ve 60 dakika, 75 °C’de 60 dakika ve oda sicakliginda 20-25 dakika B-
glucuronidase ile hidrolizi yapilmistir. AB-Fubinaca ve metabolitleri igin 55 °C’de 1
saat en 1yi optimum kosul iken 5F-NPB-22 45°C, 55 °C ve 75 °C olan sicakliklarin

hicbirinde tespit edilememistir. Bu sebeple enzimatik hidroliz iglemi oda sicakliginda

20-25 dakikada yapilmustir.

Siganlarin kan, idrar ve organ gibi biyolojik orneklerinde sentetik kannabinoid
analizi Likit Kromatografi/Kiitle Spektrometresi ile yapilmistir. Siganlarin 15, 30 ve 45.
dakikada alinan kan orneklerinde A9-THC, AB-Fubinaca ve metabolitleri, 5F-NPB-22
tespit edilememistir. Ayrica siganlardan alinan 12 saatlik idrar 6rneklerinde de sentetik
kannabinoid ve metabolitlerine rastlanmamistir. Bunun sebebi bitkisel iiriin i¢erisindeki
sentetik kannabinoid igeriginin diisiik olmasi, bu maddelerin metabolik yolaklarinin ve

yarilanma Omiirlerinin tam olarak bilinmemesi kan ve idrarda tespitini zorlastirmistir.

Calismada yiiksek dozda (100 mg) “Bonzai” solutulan sicanlar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 2 tane sicanin idrar ¢ikisinin ¢ok az oldugu diger 3’iinde ise idrar
cikisinin olmadig1 ve dolayisiyla sicanlarin akut bobrek hasara ugramis olabilecegi
gozlemlenmistir. Akut bobrek hasart glomerul filtrasyon hizinda azalma ile iire ve
kreatinin gibi nitrojen artik liriinlerinin birikimi, siv1 elektrolit ve asit baz dengesinin
bozulmas: ile sonuglanan klinik tablodur. Idrar miktarinda azalma ve kreatinin

128

diizeyinde artig goriiliir Literatiirde son zamanlarda sentetik kannabinoid

kullanimuyla iligkili akut bobrek hasar1 vakalar1 olmasina ragmen bu komplikasyonun
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patogenezi bilinmemektedir. Literatirde yapilan vaka sunumlarinda sentetik
kannabinoid kullanimi ile akut bobrek hasarinin iligkili olabilecegi, agiklanamayan akut
bobrek hasar1 vakalarinda sentetik kannabinoid kullaniminin arastirilmasi gerektigi

séylenmistir129’130.

Gudsoorkar ve ark. yaptigi olgu sunumunda acil servise gelen ve sentetik
kannabinoid kullanim 6ykiisii olan kisinin idrar analizinde kreatinin 2.3 mg/dl , kan iire
azotu 25 mg/dl, kreatinin fosfokinaz (CPK) diizeyini 2337 u/L Ol¢miistiir. Ayni
zamanda alan basina 200’den fazla kirmizi kan hiicresi gormiistiir. Uzun donem toksik
etkisi bilinmemesine ragmen sentetik kannabinoid kullanimi ile iligkili akut renal

; < ; . . 131
hasarinin s6z konusu oldugunu séylemislerdir™".

Calismada 1 kontrol ve 4 arastirma grubuna (5 mg, 10 mg, 20 mg ve 100 mg)
sentetik kannabinoid kaynakli bitkisel {iriin 6zel bir diizenek aracilifiyla inhale
ettirilmis ve 12 saat sonra dekapite edilerek sicanlarin akciger, karaciger, bobrek ve
beyin dokular1 toplanmistir.Siganlarin karaciger ve beyin dokularinda sentetik
kannabinoid tespit edilemezken, 100 mg bitki materyali verilen grupta sadece 1 siganin
bobrek dokusunda AB-Fubinaca maddesi bulunmustur. Ayrica akcigerlerde AB-
Fubinaca sentetik kannabinoidi tespit edilmistir. Bitkisel iiriin miktarinin artis1 ile
akcigerlerde maddenin saptanma olasiliginin arttig1 belirlenmistir (p=0.017). Bu ¢alisma
doz etkisi ile akcigerlerde saptanma olasilig1 arasinda istatsistiki olarak anlaml
bulunmustur. Gruplarin higbirinde 5F-NPB-22 sentetik kannabinoid maddesine
rastlanmamistir. Bu da AB-Fubinaca maddesinin 5F-NPB-22 maddesinden daha
lipofilik oldugunu gosterir. Siganlarin yapilan otopsisinde yag dokusu fazla olanlarda

doz artisi ile akcigerlerde petesiyal kanamalarin daha fazla oldugu gortilmiistiir.

Poklis ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada fareleri “Magic Gold” bitkisel {irlinline
inhalasyon yoluyla maruz birakarak bitki igeriginde tespit ettikleri JWH-018 ve JWH-
073 maddelerinin dagilimina bakmuslardir. Iki grup olusturarak (n=5) farelere 200 mg
“Magic Gold” bitkisini yakarak vermis, 1. grubu maruziyetten 20 dakika sonra, 2. grubu
20 saat sonra dekapite etmiglerdir. Farelerin kan ve beyin dokular1 toplanarak analize
kadar -80 °C’de saklanmistir. “Magic Gold” igerisinde %3.6 JWH-018, % 5.7 JWH-073
ve %0.1’den az JWH-398 saptanmistir. Kandaki ve beyindeki nicelik simirlarini
sirastyla 0.1 ng/ml ve 4 ng/g vermislerdir. JWH-398 %0.1°den az oldugu i¢in ne kan ne
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de beyin 6rneklerinde tespit edilememistir. Beyin dokularinda JWH-073, JWH-018’den
daha yiiksek konsantrasyonda bulunmustur. JWH-073, JWH-018 ile kiyaslandiginda
daha fazla lipofilik karakterdedir. 20 saat sonra dekapite edilen sicanlarin sadece 2
tanesinin kaninda JWH-018, 1 tanesinde de JWH-073 tespit edilirken, beyin
dokularinda JWH-073 bulunmamistir. Bu da JWH-018’in yarilanma 6mriiniin JWH-

073’den daha uzun oldugunu géstermektedir™.

Wiebelhaus ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Buzz bitkisi igerigindeki sentetik
kannabinoid tiirli ve miktarin1 analiz ederek 6-8 haftalik farelere 10,20 ve 50 mg Buzz
bitkisi vermis ve sadece burun bolgesine yapilan dozlama ile kan ve organlardaki
diizeyine bakmislardir. Buzz bitkisel iirlinliniin icerisinde %5.4 JWH-018 ve eser
miktarda JWH-073 ve JWH-398 (%0.1’de az) oldugunu bulmustur. Buzz iiriiniiniin
yanan miktartyla jwh-018" in kan, beyin, kalp, bobrek, akciger, karaciger ve dalakta
tespit edilen konsantrasyonlari doz-bagimlilik iligkisini gostermektedir. JWH-018’in
konsantrasyonu kanda daha diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. JWH-018’in en
yiiksek konsantrasyonu absorpsiyon, metabolizma ve eliminasyon ile ilgilenen dokular

olan akciger, karaciger ve bobrekte goriilmiistiir'>2.

Gilinlimiizde gengler ve yetiskinler tarafindan kullanimi gittik¢e artan sentetik
kannabinoidler 6nemli bir halk saglig1 problemidir. Ancak sentetik kannabinoid i¢eren
bitkisel tiriinlerin kullanimin1 gosteren pek ¢ok kayit olmasina ragmen bu kimyasallarla
iligkili potansiyel toksik endiseden dolayr insanlar iizerinde yapilan sistemik bir

laboratuvar ¢alismasi bulunmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu calismada 1’1 kontrol 4’ii arastirma grubu olmak lizere rasgele secilen
200-250 g agirhigindaki 25 adet sigana inhalasyon yoluyla sentetik kannabinoid igeren

bitki materyali solutuldu.

2. Bitkisel iirlinlin  igerisindeki  sentetik  kannabinoid  tirii = Gaz

kromatografi/Kiitle Spektrometresi ile ¢aligildi.

3. Sicanlarin kan, idrar ve organ Ornekleri Sivi Kromatografi/Tandem Kiitle

Spektrometresi ile ¢aligildi.

4. Siganlarin kan ve idrar 6rneklerinde sentetik kannabinoid tespit edilemezken,
akcigerde yalnizca AB-Fubinaca maddesi saptanmistir. Siganlara verilen bitkisel {irliniin
miktar1 arttikca akcigerlerde yag dokusu fazla olanlarda petesiyal kanamalarin fazla
oldugu, yiiksek dozlarda ise idrar ¢ikisinin miktarina bagli olarak akut bobrek hasarinin

olabilecegi diislintldii.

5. Bitkisel iirlinlere piiskiirtiilen kimyasallar standart olarak uygulanan uyutucu-
uyusturucu analizlerinde tespit edilememektedir. Metabolik standartlarin eksikligi klinik

ve adli laboratuarlarda standardize edilmis yontemlerin gelismesini de engellemektedir.

6. Adli ve klinik toksikoloji laboratuvari olarak hizmet veren laboratuvarimiz
icin lilkemizde son zamanlarda yaygin olarak kullanilan AB-Fubinaca ve 5F-NPB-22
gibi sentetik kannabinoidler icin ekstraksiyon yontemleri ile hassas analitik yontem

valide edilmis oldu.

7. In-vitro ve in-vivo calismalarda doz-cevap iliskisi degerlendirirken miktarlar

kronik olarak verilmelidir.

8. Gelecek arastirmalarda akut bobrek hasar1 olan siganlarin bobreklerinde

histopatolojik inceleme yapilmasi ve bobrek hasarinin ne boyutta oldugu incelenmelidir.

9. “Spice” kullanim yaygmliginda su anda yeteri kadar bilgi olmadigi igin
potansiyel kullanicilarin kan ve idrar orneklerinde adli-toksikolojik arastirmalarla
eslesmis epidemiyolojik bir aragtirma problemin boyutunu incelemek icin ¢ok yararl

olacaktir.
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