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OZET

Sentetik kannabinoidler 2004 yilindan beri {retimi ve tiiketimi artis gosteren;
‘Spice’,’K2’, ‘Bonzai’, ‘Jamaika’ gibi isimlerle bilinen psikoaktif maddelerdir. Sentetik
kannabinoidlerin asil liretim amaci endokannabinoid sistemi arastirmak iken esrar ile neredeyse
ayni etkileri gdstermesi onu uyusturucu pazari i¢in giincel ve kazangh bir kaynak haline

getirmektedir.

Sentetik kannabinoidler, kannabinoid reseptorlerine tam agonist etki gosterdigi i¢in
esrara kiyasla daha hizli etki gdstermektedir; bu da daha hizli bagimliliga ve daha ¢ok hasar
gérmeye sebep olmaktadir. Bu nedenle sentetik kannabinoid kullanimiyla iligkilendirilen ani

O0lum vakalar1 artmaktadir.

Genellikle esrarin etkilerini taklit etmesi amaciyla dogal bitkilerin veya bitki
karigimlarinin iizerine puskiirtiilerek "bitkisel sigara karigimlar" veya "bitkisel tiitsii" olarak
satilan sentetik kannabinoidler giiniimiizde ulagimi ¢ok kolay maddelerdir ve halk saglig1 i¢in
ciddi sekilde tehlike olusturmaktadir. Fakat kimyasal yapisinin ¢ok kolay degisebilir olmast
hem fazlaca madde ¢esitliligine hem de mevcut analizlerle tespit edilebilirliginin gliglesmesine
sebep olmaktadir. Bu nedenle bu maddelerle ilgili yapilan tanimlama, tespit, validasyon

caligmalar1 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alisma bir sentetik kannabinoid olan RCS-4 ve baslica metaboliti olan RCS-4-N(5-
karboksipentil) i¢in serumdan enzimatik hidroliz yontemi ile LC-MS/MS ORBITRAP sistemi

kullanilarak tespiti ve yontemin validasyonu amaglanarak gerceklestirilmistir.

Secicilik caligmalarinda RCS-4 ve metaboliti olan RCS-4-N(5-karboksipentil)’in
serumda seciciligi arastirilmis ve kor serum numunelerinde herhangi bir pike rastlanmamustir.
Dogrusal aralik 0-100 ng/mL arasinda olup, RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in

korelasyon katsayis1 0.990’dan yiiksektir. RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in serum
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numunesinde tespit limiti (LOD) sirasiyla 5.679 — 6.623 ng/mL; tayin limiti (LOQ) ise sirasiyla
18,930 - 22,076’dir. Dogruluk calismasi icin tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
caligmalar1 yapilmis, kesinlik ve geri kazanim bu sonuglar lizerinden degerlendirilmistir. Buna
gore %RSD degerleri RCS-4’iin 10, 50 ve 100 ppb konsantrasyonlari i¢in sirasiyla 0,09 — 0,07
— 0,1; RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in 0,15 — 0,11 — 0,1 olarak bulunmustur. RCS-4 i¢in geri
kazanim degerleri %97.54 - %104.21 araliginda olup, RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in ise
%88.87 - %118.93 araligindadir. Calisilan validasyon parametrelerinin tiimii, toksikolojik
analizlerin validasyonuna yonelik uluslararasi rehberlerin kabul araliklari igerisindedir.
Boylece, metodun RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in serum numunelerinden tespiti ve
tayinine yonelik gecerliligi kanitlanmistir. Bu yontem, adli vakalarin aydinlatiimasina 6nemli

bir katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: RCS-4, RCS-4 metabolitleri, LC-MS/MS ORBITRAP, Kan, Serum,
Sentetik kannabinoidler, Spice, Bonzai

xiii



SUMMARY

Synthetic cannabinoids are psychoactive substances known by names such as 'Spice’,
'K2', 'Bonzai', 'Jamaica', whose production and consumption have increased since 2004. While
the main purpose of the production of synthetic cannabinoids is to investigate the
endocannabinoid system, the fact that they have almost the same effects as cannabis makes

them a current and lucrative source for the drug market.

Since synthetic cannabinoids act as full agonists to cannabinoid receptors, they act faster
than cannabis, leading to faster addiction and more damage. This is why the number of sudden

deaths associated with synthetic cannabinoid use is increasing.

Synthetic cannabinoids, which are often sprayed on natural plants or plant mixtures to
mimic the effects of cannabis and sold as “herbal smoking mixtures” or “herbal incense”, are
very easy to access today and pose a serious threat to public health. However, the fact that their
chemical structure can change very easily causes both a large variety of substances and
difficulty in detecting them with existing analyzes. Therefore, identification, detection and

validation studies on these substances are important.

This study was carried out to determine RCS-4, a synthetic cannabinoid, and its main
metabolite RCS-4-N(5-carboxypentyl) from serum by enzymatic hydrolysis method using LC-

MS/MS ORBITRAP system and to validate the method.

In selectivity studies, the selectivity of RCS-4 and its metabolite RCS-4-N(5-
carboxypentyl) in serum was investigated and no peak was found in blind serum samples. The
linear range was 0-100 ng/mL and the correlation coefficient for RCS-4 and RCS-4-N(5-
Carboxypentyl) was higher than 0.990. The limit of detection (LOD) for RCS-4 and RCS-4-
N(5-Carboxypentyl) in serum sample is 5.679 - 6.623 ng/mL and the limit of quantification

(LOQ) is 18,930 - 22,076, respectively. For the accuracy study, repeatability and reproducibility
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studies were performed and precision and recovery were evaluated based on these results.
Accordingly, %RSD values were found to be 0.09 - 0.07 - 0.1 for RCS-4 at concentrations of
10, 50 and 100 ppb and 0.15 - 0.11 - 0.1 for RCS-4-N(5-Carboxypentyl), respectively. The
recovery values for RCS-4 were in the range 97.54% - 104.21% and for RCS-4-N(5-
Carboxypentyl) in the range 88.87% - 118.93%. All of the validation parameters studied are
within the acceptance ranges of the international guidelines for the validation of toxicological
analyses. Thus, the validity of the method for the detection and determination of RCS-4 and
RCS-4-N(5-Carboxypentyl) in serum samples has been proven. This method will make an

important contribution to the clarification of forensic cases.

Key words: RCS-4, RCS-4 metabolites, LC/MS/MS ORBITRAP, Blood, Serum,

Synthetic cannabinoids, Spice, Bonzai
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1. GIRIS VE AMAC

Adli toksikoloji, modern analitik kimya ve temel toksikolojinin birlesmesiyle ortaya
cikmis bir bilim dalidir. Ksenobiyotiklerin insanlar ve hayvanlar iizerindeki zararli etkilerini

arastirmaktadir (Dinis-Oliveira vd., 2010).

Kenevir insanlik tarihinde bilinen, yetistirilmis en eski bitkilerden biridir (Maioli vd.,
2022). Esrar ve mariujana olarak da bilinen kenevir, en sik kullanilan yasadisi psikoaktif
maddedir (Lafaye vd., 2017). Esrar kullanimi uzun ve renkli bir tarihe sahip olmakla birlikte
gdc, somiirgecilik, din ve hatta ahlaki ortamlarin da degismesi gibi ¢ok sayida giiciin kosullu
birlesimini yansitmaktadir. Cin'den Hindistan'a, Orta Dogu'dan Afrika'ya, Latin Amerika'dan
Kuzey Amerika'ya kadar ¢esitli esrar tiirleri, bazi donemlerde kutsal olarak kabul edilmistir bazi
donemlerde ise ahlaksiz olarak kinanmistir. Farkli tarihsel baglamlarda bazen kabul edilmis ve
tolere edilmis olsa da tarih boyunca defalarca seytanlastirilmistir. Her donemde var olmaya,

legal veya illegal kullanilmaya devam etmistir (Warf, 2014).

Esrardan yaklasik olarak 100'den fazla kannabinoid izole edilmistir. Kannabidiol (CBD)
ve A9-tetrahidrokannabinol (A9-THC) izole edilen en 6nemli iki bilesiktir. CBD ilk olarak
1940'ta esrardan izole edilmistir ve yapis1 1963'te bildirilmistir, fakat psikoaktif olmadigi i¢in
THC’nin golgesinde kalmistir. Ana psikoaktif fitokannabinoid olan THC'min yapisi, 1964'te
Israil'de Mechoulam ve Gaoni tarafindan belirlenmistir ve maymunlar {izerinde test edilerek
psikoaktif olarak tanimlanmistir. Saglikli goniilliller iizerinde yapilan test ile deneklerin
karakterlerine gore farkli psikolojik etkiler (glilme, panik atak, vb.) olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu kesif 1980’lerde endokannabinoid sistemin (ECS) kesfi i¢in dncii olmustur

(Crocq, 2020).



Sentetik kannabinoidler (SK) en genis ve en ¢esitli yeni psikoaktif madde grubu olarak
bilinmektedir (Adamowicz, 2021). SK’ler, endokannabinoid sistemin kesfedildigi ve kanser
hastalarinin agrilarin1 gidermek i¢in yeni tedavilerin arastirildigi 1970’lerde ortaya ¢ikmistir,
2000’11 yillarda ise uyusturucu pazarinda yerini almistir. Esrarla benzer etkiler olusturdugu,
kolayca ulasilabildigi ve tespit edilmesi daha zor oldugu i¢in Ozellikle esrar kullanicilari
arasinda daha hizli yayilan SK’lerin, kimyasal yapilari, bilesenleri, farmakolojik 6zellikleri

bakimindan esrardan ¢ok daha zararli oldugu bilinmektedir (Lafaye vd., 2017).

Adli bir olayin aydinlatilmasinda hem antemortem hem postmortem i¢in en 6nemli
orneklerden biri kan numunesidir. Madde kullaniminin giderek yayginlasmasi nedeniyle
bagimlilik yapan bu maddelerin biyolojik 6érneklerden hizli ve dogru bir sekilde analiz ve tespit
edilmesi, klinik ve adli toksikoloji i¢in biiylik 6nem tagimaktadir (Kaya-Akyiizlii & Kayaalti,

2015).

Bu tezde arastirilan ve dnemli bir SK olan RCS-4 (4-metoksifenil)(1-pentil-1H-indol-3-
il)metanon, N-alkillenmis 3-(metoksibenzoil)indoller sinifinin rapor edilen ilk iiyesidir ve
13.02.2011 tarihinden itibaren 2313 say1l1 yasa kapsamina alinmistir (Banister vd., 2015; Pakis
& Polat, 2016). SK’lar, toksisitelerinin ¢ogu zaman belirsiz olmas1 ve bagimlilik riski
yiiksekligi nedeni ile toplum saglig1 icin her zaman tehlike arz etmektedir. Bu nedenle biyolojik
matrislerde tespit edilebilirligi ve bu yontemlerin gelistirilmesi her zaman 6nemli olacaktir. Bu
calismada, sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ORBITRAP cihazi
kullanilarak serumda RCS-4 ve metabolitlerinin tayin edilebilmesi i¢in, se¢ici aynt zamanda
hassas ve gilivenilir bir analitik metot gelistirilmesi, gelistirilen bu metodun validasyonu

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Sentetik Kannabinoidler

Sentetik kannabinoidler (SK), ilk olarak Howlett ve ark. tarafindan kimyasal yapilarina
gore smiflandirilmis olup, endokannabinoid sistemin (ECS) arastirilmasi hedeflenerek
tasarlanmis, yapisal olarak kolayca cesitlendirilebilen yeni nesil psikoaktif maddeler (NPS'ler)
grubudur (Roque-Bravo vd., 2022). ECS, bircok fizyolojik siirecin diizenlenmesinde rol
oynayan karmasik bir sistemdir. Hem merkezi hem de periferik sinir sistemlerinde, periferik
organlarda ve bagisiklik dokularinda bilissel siirecler, davranis kontrolii, hafiza, motor kontrol,
agr1 hissi, istah, i¢c denge, kardiyovaskiiler mekanizmalar, gastrointestinal motilite,
immiinoregiilasyon vb. gibi ¢ok sayida fizyolojik islevde gorev almaktadir. SK’lerin tiimii,
hangi reseptore hangi afinite seviyesinde baglandiklarina bagli olarak beyin, bagisiklik ve diger
cesitli islevleri etkileyen cok cesitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Howlett vd., 2002; Le

Boisselier vd., 2017).

SK’ler, su anki kotliye kullaniminin aksine 40 yildan fazla siire 6nce medikal amacl
diretilmistir. Daha sonra bazi iireticiler tarafindan bu maddeler yasa dis1 olarak iiretilmeye ve
satilmaya baslanmistir. Yasa dist olarak iiretilenler, genelde aseton, metanol gibi organik bir
coziiclide ¢oziilerek bitkisel materyallerin (6rn. melisa, nane, kekik) iizerine piiskiirtiilmektedir.
Uretiminden sonra hicbir kalite ya da miktar denetimi yapilmadan, ilgi cekici isimlerle (6rn.
Spice, K2, Bonzai), siislenmis ambalajlar i¢inde ve genellikle internet {izerinden
satilmaktadirlar. Cogunlukla sigara formunda tiiketilmelerinin yan sira tablet ya da toz seklinde
de tiiketilebilmektedirler. Bu bitkisel karigimlar genellikle saf halde satilmamakta ve bu da
onlar1 tahmin edilemez sekilde tehlikeli hale getirmektedir. SK’lerin yapist zaman i¢inde siirekli
degistirilmis ve genis bir pazar haline getirilmistir. Legal olarak medikal amagl {iretilmesine
ragmen, JWH-018 ve HU-210 gibi maddeler basta olmak iizere birka¢ ¢esit SK 2004 yil1

itibariyle yasa dis1 uyusturucu pazarinda yerini almistir. Bu maddelerin ilk tespiti 2008 yilinda
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yapilmistir ve bdylece yapilan arastirmalarin kétiiye kullanildigi ortaya ¢ikmistir (Kemp vd.,

2016; Roque-Bravo vd., 2022)

Sekil 1: Renkli Ambalajlardaki Sentetik Kannabinoidler

SK’ler, kannabinoid reseptorleri olan CB1 ve CB2 ile etkilesime girmekte ve esrarin
ana psikoaktif bileseni olan A9-THC benzeri kannabimimetik etkiler olusturmaktadir. Esrardaki
ana psikoaktif madde olan A9-THC’den daha yiiksek baglanma afinitesine sahip olduklar1 ve
esrarin etki edemedigi bazi farkli reseptorlerle de etkilestigi icin, esrara gére daha yogun etkiler
gostermektedir. Ayrica CB1 reseptoriine olan afinitesinin, CB2 reseptoriine olan afinitesinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Castaneto vd., 2014; Kemp vd., 2016). SK bilesikleri Sekil
2’de goriildigl gibi, Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi Merkezi (EMCDDA)
tarafindan 2013 yilindan itibaren benimsenen dort ana gruptan olusmaktadir. Bunlar; ¢ekirdek

gruplari, kuyruk gruplari, baglayic1 ve fonksiyonel gruplardir. Bu dort ana grubun
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degistirilebilirligi gbéz online alindiginda, SK bilesiklerinin potansiyel kombinasyonlarinin

sayist ¢ok fazla olmaktadir (Andrews vd., 2023).

Baglayic1 Grup

O

Cekirdek

Fonksiyonel Grup

Sekil 2: JWH-018; Sentetik Kannabinoid Bilesiklerinin Genel Yapist (Degistirilmistir)(Andrews vd.,
2023)

EMCDDA raporlarina gore, esrar kullanicilar1  yanhslikla SK’lere maruz
kalabilmektedirler. 2021 yilinda, ¢ogunlugu Almanya ve Isve¢ olmak iizere, en az 13 Avrupa
iilkesinde, THC veya diger dogal kannabinoidlerin SK’lerle bir arada bulundugu bitkisel
materyal raporlarinda genel bir artis olmustur. Bu tiir katkili iirlinler goriiniis olarak ayirt
edilemeyecegi i¢cin daha yaygin bir sekilde bulunabileceginin ancak fark edilmemis olmasinin
miimkiin oldugu diistiniilmektedir (EMCDDA, 2023). 2023’te Avrupa Uyusturucu Raporu
sentetik uyusturucularin giderek artan 6nemini, yeni maddelerin ortaya ¢ikigini, uyusturucu

pazarindaki yeni iiretim uygulamalarin1 ve uyusturucu kullanimiyla iligskilendirilen zararlarin



biliylik bir kisminin bilerek ya da bilmeyerek birlikte kullanilan uyusturucular arasindaki
etkilesimler neticesinde daha da kotiilestigini belirtmektedir. Bitkisel materyallerde dogal
kannabinoidlerin yani sira sentetik kannabinoidlerin de tespit edilmeye devam etmesi benzer
endiseleri artirmaktadir (The drug situation in Europe up to 2023-an overview and assessment

of emerging threats and new developments (European Drug Report 2023).
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Sekil 3:AB Erken Uyari Sistemine Ilk Kez Bildirilen Sentetik Kannabinoid Sayisi, 2005-2022
(EMCDDA, 2023)

SK’lerin farmakolojik ve toksikolojik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar heniiz
yeterli diizeyde kesfedilememis olup, kullanimlari ciddi seviyelerde zehirlenmelere ve 6liimlere
sebebiyet vermektedir. Yapilarinin ufak modifiyeler ile degitirilebilmesi ve buna bagli olarak
zor tespit edilmeleri ayrica kullanimlarindaki artis SK’lerin sorun ¢ikarmaya devam
edebilecegini gostermektedir. Bu sebeple kiiresel sekilde halk sagligini tehdit etmektedir

(Roque-Bravo vd., 2022).



2.2 RCS-4

SK’ler esrarin etkilerini taklit eden ve yeni ortaya ¢ikan tasarim uyusturucularin en
bliyiik ve en hizli biiyliyen smifi olmakla birlikte, biitiin diinyada yakalanan yasadisi

materyallerde SK’lere biiylik 6l¢iide rastlanmistir (G6l & Cok, 2017; Gurdal vd., 2013).

2009 yilindan bu yana, SK’ler ile ilgili yiiriirliikteki yasalar, yasal kisitlamalar1 agmak
icin yeni bilesiklerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. (4-metoksifenil)(1-pentil-1H-indol-3-
il)metanon (RCS-4) bitkisel tiitiin karisimlar i¢inde satilan giiglii bir kannabinoid reseptor
agonistidir (Gandhi vd., 2014). RCS-4, benzoilindol yapisina sahip bilesikler sinifina
girmektedir ve yapisal olarak, JWH-018 ve AM2201 gibi ¢ekirdek indol yapisina sahip diger
sentetik kannabinoid reseptor agonistleriyle iligkilidir(Expert Committee on Drug Dependence,

2014).

O

Sekil 4: RCS-4 Maddesinin Kimyasal Yapisi



RCS-4, ilk olarak 2010 y1linda piyasaya siiriilmiis ve Macaristan tarafindan Erken Uyar1
Sistemi (EWS) araciligiyla EMCDDA ne bildirilmistir. Bunu takiben, diinya genelindeki ele
gecirmelerde siklikla tespit edilmeye baslanmistir (Gandhi vd., 2014). N-alkillenmis 3-
(metoksibenzoil)indoller sinifinin rapor edilen ilk iiyesi olan RCS-4 (9, Eric-4, BTM-4, SR-19
ve OBT-199 olarak da internette satilmaktadir), Tokyo Metropolitan Halk Saglig:
Enstitlisti'nden Nakajima ve arkadaslar1 tarafindan Ocak 2011'de tanimlanmig, bunu ayni yil

icinde ayn1 grup tarafindan 2-metoksi regioizomeri (RCS-2, 7) takip etmistir.

RCS-4, ABD, Belgika, Giiney Kore ve Yeni Zelanda'da ele gecirilen ticari iirlinlerde
saptanmig olup, bu da uluslararasi diizeyde genis ¢apli bir kullanima isaret etmektedir. 2011
yilinda Polonya'da ele geg¢irilen bazi iirlinlerde tespit edilen en yaygin {i¢lincti madde olmustur.
Almanya'da 2011 yilinda SK {iriinleri ile ilgili yapilan bir aragtirmada, bir bitkisel karigimda
157 mg/g konsantrasyonda RCS-4 bulunmustur. Bununla birlikte, Japonya'daki c¢esitli
iirinlerde 18 ve 1,7 mg/g bitkisel madde konsantrasyonlarinda RCS-4 bulunmustur.

Miktarlardaki farklilik gostermektedir ki, RCS-4 ile ilgili bilgiler yeterli seviyede degildir.

Temmuz 2011'de Yeni Zelanda'da satin alinan iiriinlerde RCS-4'lin N-butil homologu
RCS-4-C4 bulunmus ve Ekim 2012'de Giiney Kore'deki Ulusal Adli Servis arastirmacilar
tarafindan ele gegirilen iiriinlerde regioizomerik RCS-2-C4 tespit edilmistir. Ayn1 grup Haziran

2013'e kadar ele gegirdikleri materyallerde RCS-2 ve RCS-3 de bulmustur (Banister vd., 2015).

Polonya'da 3,5 y1l boyunca (2008-2011) diikkanlarda ve sahislardan toplanan 2000'den
fazla numuneden 420'si SCRA igerigi agisindan analiz edilmis ve 92 numunede RCS-4 tespit

edilmistir. Bu numunelerin 18'inde RCS-4, JWH-081 ile bir arada bulunmustur.

Diger iilkelerin yanisira, EMCDD'ye bildirildigine gore, Italya, Norveg, Tiirkiye,
Birlesik Krallik, Bulgaristan, Hirvatistan, Isveg, Almanya, Cek Cumhuriyeti ve Belarus'ta ele

gecirilen bitkisel iiriinlerde RCS-4'e rastlanmistir. isveg, Danimarka, Yeni Zelanda, Almanya,



Estonya, Macaristan, irlanda, Italya, Liiksemburg, Slovenya, Portekiz ve Polonya'da ulusal
kontrol altindadir. UR-144 ve AM-2201 ile RCS-4, 2013 yilinda Birlesik Krallik'ta ulusal

kontrol altina alinmistir. (Expert Committee on Drug Dependence, 2014).

RCS-4, 2010-2011 yillarinda diinya c¢apinda tiiketildikten sonra birgok Avrupa

iilkesinde ve ABD'de yasaklanmasinin ardindan tiiketimi azalmstir.

RCS-4, bir benzoil halkasi igeren indol bazli bir SK olarak bilinmektedir ve adli
bilimciler tarafindan SK olarak tanimlanmis birka¢ N-alkil-3-(metoksibenzoil)indolden ilkini
temsil etmektedir. Internet {izerinden Eric-4, SR-19, BTM-4 ve OBT-199 gibi cesitli isimlerle
satildig1 bilinen RCS-4, insan tiiketimine sunulan ¢esitli iirinlerde, baz1 analoglariyla birlikte
(RCS-2, RCS-3, RCS-2-C4, RCS-3-C4 ve RCS-4-C4) tespit edilmistir. Buna ragmen bu

kannabinoid sinifi hakkinda gorece az sey bilinmektedir (Banister vd., 2015; Ferk vd., 2016).

2.2.1 Farmakokinetik Ozellikleri

Ksenobiyotiklerin metabolizmasi, tiirler arasinda korunan ve evrimsel agidan oldukga
eski olan ve gesitli biyotransformasyon yollar1 ile gerceklesir. Ilag metabolizmasinin amaci,
potansiyel olarak zararli bilesikleri detoksifiye ederek dolasimdan uzaklastirmak ve sonrasinda
viicuttan tiimiiyle atilmasimi saglamaktir. Karaciger bu detoksifikasyon mekanizmasinda
olduk¢a Onemli bir rol oynamaktadir. Cogu durumda, ksenobiyotiklerin oksidatif
metabolizmas1 ilk olarak hepatik sitokrom P450 (CYP) enzim sistemi araciligiyla
gerceklesmektedir ve bu noktada metabolitler UDP-glukuronosiltransferazlar (UGT'ler) adi
verilen bir enzim smifi tarafindan bir seker pargasi olan glukuronik asit ile konjuge
edilmektedir. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan metabolitler daha sonra viicuttan atilabilecek

kadar ¢oziiniir hale gelmektedir (Tai & Fantegrossi, 2016).

SK’larin metabolik profillerinin belirlenmesi, klinik ve adli laboratuvarlarin tarama

yontemlerine yeni SK belirteglerini dahil etmesine olanak tanimaktadir ve SK’larin bir¢ok
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metaboliti, ana sentetik kannabinoidlerden daha fazla toksisite gostermektedir. Bu nedenle,
sentetik kannabinoidlerin alimini izlemek i¢in ¢esitli in vitro ve in vivo sistemler kullanarak

SK’larin metabolitlerini tanimlamak oldukg¢a 6nemli goriinmektedir.

Bir¢ok SK’nin in vitro ve in vivo metabolizmasi, insan ve si¢an karaciger mikrozomlari,
insan hepatositleri ve insan bagirsak mikrozomlar: gibi in vitro modeller ve sentetik
kannabinoidlerle tedavi edilen insanlardan ve siganlardan alinan idrar ve plazma ornekleri de
dahil olmak tizere in vivo modeller kullanilarak, metabolitlerini uyusturucu kullaniminn ilgili

gostergeleri olarak kullanmak i¢in incelenmistir (Kong vd., 2018).

Kimyasal yapiya dayali olarak, sentetik kannabinoidler daha once naftoylindoller
(JWH-018, John W Huffman tarafindan JWH-073, WIN-55, 212-2), naftilmetilindoller (JWH-
175), naftoylpirroller (JWH-307), naftilmetilindenler (JWH-176), fenilasetilindoller (RCS-8,
JWH-250), sikloheksilfenoller (Pfizer tarafindan CP47,497), benzoilindoller (Research
Chemical Suppliers tarafindan RCS-4, Alexandros Makriyannis tarafindan AM-694) ve klasik
sentetik kannabinoid (Hebrew Universitesi tarafindan HU-210) gibi sekiz kimyasal smifta
siniflandirilmistir. Bununla birlikte, bir¢ok yeni bilesik artik adamantilindoller (STS-135,
AKB-48), tetrametilsiklopropil (XLR-11, UR-144), indol-3-karboksamid (Org2861, UR-12)
veya kinolinil esterler (PB-22, 5F-PB-22) gibi diger alt yapilar1 da icermektedir. Temsili

bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 5'te gosterilmektedir.
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Sekil 5:Yapisal Olarak Iliskili Sentetik Kannabinoidlerin Kimyasal Yapilary(Gandhi vd., 2014)

RCS-4’tin 16 metaboliti, 2012 yi1linda Kavanagh ve ark. tarafindan gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanarak, uyusturucu zehirlenmesi semptomlariyla hastanelere
basvuran bireylerden alinan idrar 6rneklerinde tespit edilmistir ve RCS-4 i¢in metabolik yollar
aromatik monohidroksilasyon, N- ve O-dealkilasyon ve N-pentil zincirinin bir ketona

oksidasyonu olarak tanimlanmistir (Kavanagh vd., 2012).

In vitro ve in vivo ¢alismalar, esrarin aktif bileseni olan THC ile karsilastirildiginda
bircok SK icin kannabinoid CB1 ve CB2 reseptorlerinde daha giiclii afiniteler oldugunu
gostermektedir. Ayrica, JWH-018 ve JWH-073 metabolitlerinin de insan CB1 ve CB2
reseptorlerinde gliglii baglanma afinitesi ve giicline sahip oldugu gosterilmistir. Sentetik
kannabinoidler insanlarda biiyiik dl¢iide metabolize edilmektedir. In vitro ¢alismalar, sitokrom
P450 (CYP) oksidasyonunun ardindan, iiridin difosfat glukuronosiltransferaz enzimleri
tarafindan glukuronidasyonun sentetik kannabinoidlerin metabolize edilmesi i¢in 6nemli

oldugunu gostermistir. Birgok caligma, sentetik kannabinoidlerin metabolik profillerinin
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aydinlatilmasinda insan karaciger mikrozomlarinin faydasini gostermistir. Alternatif olarak,
insan hepatositleri hem Faz I hem de II enzimlerini igerdikleri ve in vivo karaciger ortamini
daha gergek¢i bir sekilde taklit ettikleri icin ila¢ metabolizmasint incelemek ig¢in
mikrozomlardan daha uygun oldugu bilinmektedir. Faz I ila¢g metabolize edici enzimler tipik
olarak aktif, inaktif veya reaktif metabolitlere yol acan oksidasyon, rediiksiyon veya hidroliz
reaksiyonlarinda yer alan sitokrom P450 enzimlerinden olusmaktadir. Faz II enzimleri

genellikle viicuttan kolayca atilabilen polar ila¢ konjugatlar1 tiretmektedir.

2014 yilinda Gandhi ve ark. tarafindan RCS-4’lin metabolizasyonunun belirlenmesi
amaci ile insan hepatositleriyle bir ¢aligma yapilmistir ve bu insan hepatositleri ile hem Faz I
hem de Faz II RCS-4 metabolitlerini tanimlayan ilk calismadir. Hepatositler karacigerin
parankimal hiicreleri olmakla birlikte, ilag metabolize eden enzimler bakimindan zengin
olmalart nedeniyle, viicuttaki ksenobiyotiklerin kaderini belirlemede Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Calismanin sonucu olarak, on sekiz metabolit TOF-MS kullanilarak

tanimlanmistir (Gandhi vd., 2014).
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HO'

Schaefer ve ark. tarafindan 2015 yilinda farmakokinetik verileri karsilagtirmak amaci
ile domuz ve insan serumu, tam kan ve idrarda JWH-210, RCS-4, THC ve ana metabolitlerinin
eszamanli LC-MS/MS tayini yapilmis ve ana metabolitleri kesin ve dogru bir sekilde

tanimlanmasini saglamistir. Domuzlarla kontrollii bir farmakokinetik ¢aligma yapilmasi ve elde
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edilen sonuglarin insan vaka verileriyle karsilagtirllmasinin uygun olacag: tespit edilmistir.
Domuzlara RCS-4'iin pulmoner uygulamasini takiben antemortem ve postmortem &rneklerin
analiz edildigi baska bir ¢alismada, yag dokusunun RCS-4 gibi SK’larin tespit edilmesi i¢in bir
secenek olabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, bu tiir maddelerin tespiti i¢in ek bir matris

sagladigi icin adli toksikoloji alaninda 6nem tasimaktadir (Schaefer vd., 2015, 2020).

Schaefer ve ark. tarafindan yapilan ikinci bir calismada ise, JWH-210, RCS-4 ve
THC'in pulmoner uygulamayi takiben dagilim modelleri domuzlarda arastirilmigtir. JWH-
210, RCS-4 ve THC'nin yani sira bunlarin metabolitlerinin konsantrasyonlar1 emilim,
metabolizma ve atilimla ilgili dokulardaki en yiiksek sonuglara ulasilmistir. Sonug olarak,
akciger, karaciger, bobrek ve safra sivis/duodenum igerigi, ozellikle standart matrislerin
mevcut olmadig1 durumlarda, postmortem analiz i¢in 6rnek olarak uygun bulunmustur. Ayrica
beyin de alternatif numune olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Metabolitler agisindan
bakildiginda ise RCS-4’{in metabolitlerinden olan HO-RCS-4 en yaygin metabolit olup, RCS-
4'lin diger maddelere kiyasla daha kapsamli bir sekilde metabolize edildigini diistindiirmektedir

(Schaefer vd., 2019).

2.2.2 Farmakodinamik Ozellikleri

SK’lerin biiylik bir kisminin insanlar iizerindeki farmakodinamik ve farmakokinetik

etkileriyle alakali pek fazla sey bilinmemektedir.

CB1 ve CB2 ECS’de bulunan kannabinoid reseptorleridir ve adenil siklaz aktivitesini
baskilamakla gdrevli G proteinine baghdir. ECS, gelismekte olan sinir sisteminde merkezi bir
rol oynarken, olgun sinir sisteminde néronal etkinligi ve ag islevini modiile etmektedir. ECS,
endojen kanabinoidleri (endokanabinoidler [eCBs]), kanabinoid reseptdrlerini ve eCB'leri
tasiyan, sentezleyen ve bozan proteinleri igermektedir. ECS'nin ¢ogu bileseninin ¢ok islevli

oldugunu bilmek ©Onem tasimaktadir. Dolayisiyla, ECS’yi ayri, izole bir sistem olarak
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degerlendirmekten ziyade, diger bir¢ok sinyal yolagimi etkileyen ve bunlardan etkilenen bir

sistem olarak diisiinmek gerekmektedir (Lu & Mackie, 2021).

ECS’nin fizyolojik veya potansiyel patofizyolojik faaliyetleri, Ozellikle spesifik
kannabinoid reseptdr ligandlarinin (agonistler, kismi agonistler, antagonistler, ters agonistler)
uygulanmas1 veya endokannabinoidlerin biyosentezi ve biyodegradasyonunun farmakokinetik
calismalar ile oldukca kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Insanlardaki ECS mekanizmalari,
bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemlerin islevleri, gida aliminin kontrolii, dogurganlik, agr1
modiilasyonu, hafiza, néroproteksiyon gibi bir dizi fizyolojik siirecte yer almaktadir (Sulcova*,

2019).

Sentetik kannabinoid agonistleri 1990'larda akademik arastirma merkezlerinde ve ilag
endiistrisinde aday arastirma ilaglar1 olarak sentezlenmistir ve ortak olarak kannabinoid CB1
ve/veya CB2 reseptorlerine karsi bir afiniteye sahiptir (Logan vd., 2012). 1990'larin baslarinda
iki kannabinoid reseptorii tanimlanmis, CB1 ve CB2 olarak adlandirilmistir. CB1, esas olarak
merkezi sinir sisteminde (MSS), CB2 ise agirlikli olarak makrofajlar, lenf diigtimleri, dalak ve
mikroglia hiicreleri gibi immiin sistemle iligkili hiicrelerde bulunmaktadir. CB1 reseptorleri
esas olarak kavrama, kisa siireli hafiza, hareket ve motor fonksiyonla ilgili MSS boélgelerinde
bulunmaktadir. CB1 reseptoriiniin THC ya da SK reseptdr agonistleri tarafindan aktivasyonu,
digerlerinin yan1 sira beyindeki bir¢ok inhibitdr ve eksitator sinapsta norotransmitter salinimini
diizenlemektedir. S6z konusu bu etkilere CB1 reseptoriine bagli G-protein aktivasyonu aracilik
eder ve nihayetinde cAMP'ye bagli protein kinazlarin aktivitesinin azalmasina sebep olmaktadir
(Expert Committee on Drug Dependence, 2014). Kannabinoid reseptdrleri, G-protein baglh
reseptOrlerin  genis bir simifinda gruplandirilmaktadir ayrica islev ve aktivitelerinin
diizenlenmesinde yer alan karmasik mekanizmalara sahip olduklari bilinmektedir (Costain vd.,

2018).
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Banister ve ark. yaptig1 calismada, RCS-4'lin tim regioisomerlerinin ve bunlarin C4
homologlarinin sentezi ayrica insan CB1 ve CB2 reseptorlerinde bu SC siifinin yapi-aktivite
iligkilerini sistematik olarak arastirmistir. Calismaya gore tiim bilesikler CB1 ve CB2
reseptOrlerinde agonist aktivite gostermistir ve C4 homologlari CB2 reseptorlerini CBI
reseptorlerine tercih etmistir. Analoglarin ¢ogunun (RCS-2, RCS-2-C4, RCS-3, RCS-3-C4 ve
RCS-4-C4) CBI1 ve CB2 reseptorlerine yonelik aktivitelerine ragmen diinyanin biiyiik bir
kisminda diizenlemeye tabi olmadigindan, bu analoglarin karaborsada ortaya ¢ikma olasiligi

bulunmaktadir (Banister vd., 2015).

Costain ve ark. yaptig1 calismada, A9-THC'nin farmakolojik 6zelliklerini RCS-4, THJ-
2201 ve AB-CHMINACA ile karsilagtirmigtir. Sonuglar, RCS-4 ve THJ-2201'in A9-THC'ye
benzer etkinlik seviyeleri gosterdigini, AB-CHMINACA'nin ise diger CB1 agonistleriyle tutarl
olmayan bir etki iirettigini gostermektedir. , RCS-4 forskolin varliginda kismi bir agonist olarak
hareket etmistir ancak, forskolin yoklugunda cAMP seviyelerinde de 6nemli bir artisa neden
olmustur. Calismanin sonu RCS-4'lin protean agonist olarak hareket ediyor olabilecegini ayrica
THJ-2210 ve RCS-4'iin A9-THC'ye benzer farmakolojik 6zelliklere sahip CB1 agonistleri

oldugunu gostermektedir (Costain vd., 2018).

2.2.3 Toksikolojik Etkileri

Biyolojik 6rneklerde kdtiiye kullanilan ilag maddelerinin tespiti ve miktar tayini, acil
vakalarin tan1 ve tedavisinde en énemli ve gerekli bilgilerdir. Cogu SK kapsamli bir sekilde
metabolize olmaktadir ve bu da onlar1 biyolojik drneklerde tanimlamay1 zorlastirmaktadir.
SK'ye erisim kolay olup, kullanicilarinin ¢ogunlugunu esrar, alkol ve nikotin gibi ¢ok sayida
uyusturucu madde kullanim Gykiisii olan 13 ila 59 yas araligindaki erkekler olusturmaktadir.
Cesitli isimler ve ambalajlar altinda satilmakta ve en yaygin uygulama olarak sigara seklinde

icilmektedir (Castaneto vd., 2014; Kong vd., 2018). SK’lar, siire ve kullanim miktarina bagh
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cok cesitli fizyolojik ve psikiyatrik yan etkiler gosterebilmektedir. Tiiketilmelerinin ardindan
ortaya ¢ikan genis semptom yelpazesi, CB1 reseptorlerinin yiiksek afiniteli ve yliksek etkili
agonistleri oldugundan ve CB1 reseptorlerinin merkezi ve periferik sinir sistemindeki yaygin
dagilimi géz Oniinde tutuldugunda bu semptomlarin CB1 reseptorlerinin giiclii bir sekilde
uyarilmasindan kaynaklanmas1 muhtemel ve anlasilabilir bir durumdur (Hermanns-Clausen

vd., 2013).

SK’larin hiicresel toksisitesini arastirmak icin yapilan bir calismada, ¢cok kullanilan bes
SK in vitro ortamda degerlendirilmistir. Bir insan ndroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y), bir
insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti (HepG2) ve bir embriyonik sican kalp hiicre hatti
(HO9c2) sirastyla ndronal, hepatik ve kardiyak toksisiteyi degerlendirmek ama ile kullanilmastir.
Canlt1 hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi, membran gecirgenligi/biitiinligli degerlendirilmis ve
hiicresel protein igerigi dl¢lilmiistiir. Bunun sonucunda arastirilan SK’larin yalnizca test edilen
en yiiksek konsantrasyonda norotoksik, kardiyotoksik ve hepatotoksik oldugu belirlenmistir

(Santos-Carvalho vd., 2015).

Sentetik bir kannabinoid olan RCS-4'lin genotoksisitesi incelenmis, yapilan ¢aligmalar
RCS-4lin insan sagligt acisindan endise yaratabilecek genotoksik oOzelliklere sahip
olabilecegini, insan hiicrelerinde kromozomal diizeyde DNA kararsizligina neden oldugunu
gostermektedir. Genotoksisite, bir maddenin bir hiicre i¢erisindeki genetik bilgiye zarar vererek
potansiyel olarak mutasyonlara veya kansere yol agma yetenegini ifade etmektedir ve genetik
materyalin kararsizliginin insan kanserinin etiyolojisinde dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir

(Ferk vd., 2016).

RCS-4"in toksik etkileri hakkinda ayrintili ve yeterli bilgi mevcut degildir. Genel olarak,
SK reseptdr agonistleri, bulanti, kusma, ajitasyon, haliisinasyon, panik atak, tasikardi,

hipertansiyon ve bazen gdgiis agrisi, miyokloni, akut psikoz ve ndbetlere neden olabilir.
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Hastaneye bagvuran zehirlenme vakalari olsa da, SK reseptdr agonistleri nadiren tanimlanmigtir

(Expert Committee on Drug Dependence, 2014).

EMCDDA’nin 2023 raporuna gore SK’ya bagli oliimler, 2021'de Macaristan'da 16'ya
(2020'de 34) ve 2021'de Tiirkiye'de 46'ya (2020'de 49) geriledi. Yedi iilke, 2021'de basta
Avusturya (7 vaka), Macaristan (7 vaka) ve Finlandiya'da (6 vaka) olmak iizere sentetik
katinonlarla 26 6lim bildirdi. 2020 ve 2021 i¢in verilerin mevcut oldugu yerlerde, 2020'de
sadece 2 vakanin bildirildigi Avusturya hari¢, rakamlar sabitti (European Monitoring Centre

for Drugs and Drug Addiction, 2023).

2.2.4 Yasal Diizenlemeler

SK’lerin kimyasal yapilarinin kolayca degistirilebilir olmas1 ve farkli isimlerle piyasaya
stiriilmeleri yasal olarak denetlenebilmelerini ve takibini olduk¢a zor bir hale getirmektedir.
Barratt ve ark. gore, diinya genelinde NPS tespit edilme sayisinin hizla artmasi, her yeni
maddeyi tek tek degerlendirip yasaklama yaklagimini siirdiiriillemez hale getirmistir (Barratt

vd., 2017).

Avrupa ve ABD'de, SC tiiketimi ile ilgili saglik sorunlar1 nedeniyle hiikiimet kurumlari,
bu maddelerin satisin1 ve dagitimini sinirlamak i¢in yasal adimlar atmistir (Caviness vd., 2015).
2009 yilinin bagindan itibaren, Avusturya ve Almanya basta olmak iizere, SK'ler yasaklanmis
ve kullanimlar1 kontrol altina alinmaya baslanmistir. Ardindan Fransa, Liiksemburg, Polonya,
Litvanya, Isve¢ ve Estonya gibi diger iilkeler de bu bilesikleri yasaklamistir (Fattore & Fratta,
2011). Heniiz siniflandirilmamis yeni maddelerin mevcudiyetini engellemek adina Avustralya,
halihazirda diizenlenmemis veya muaf kategorilere ait olmayan tiim 'psikoaktif maddeleri'
yasaklayan genel veya kapsamli yasaklama mevzuatini ylirtirliige koyan ilk devlet olmustur

(Alves vd., 2020).
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Birlesik Krallik'ta, JWH-018 gibi "first generation/birinci nesil" SC'ler 2009'un sonunda
kontrol altina alinmig ve AM-2201 ve UR-144 gibi "second generation/ikinci nesil" iiriinleri
kontrol altina almak icin Subat 2013'te ek mevzuat ¢ikarilmistir (Waugh vd., 2016). Bu
iriinlerin satisin1 durdurmak yerine, lireticiler Onceki kontroller altinda yasaklanan maddelerin
yerine SF-APICA, 5F-PB-22, PB-22 ve 5F-AKB-48 gibi yeni kannabimimetik maddeler
gelistirmisti (Iversen Les & Gibbons Simon, 2014). Su anda, bu maddeler Birlesik Krallik'ta
1971 tarihli Uyusturucu Maddeler Yasasi kapsaminda B Simifi uyusturucular olarak kalici

olarak kontrol altindadir (Home Office, 2018).

NPS pazarinin karmasik ve dinamik dogas1 gbz oniine alindiginda, Portekiz NPS'nin
hizla yayilmasimi durdurmak icin 6zel mevzuat kabul etmistir. Madeira Ozerk Bolgesi, iilkede
NPS'ye kars1 6zel 6nlem alan ilk bolge olmustur. Ekim 2012'ye kadar NPS, 4 6liime ve yaklagik
190 hastaneye yatisa neden olmustur ve bu durum Madeira hiikiimetini 25 Ekim tarihli
28/2012 M Sayili1 Kanun Hitkmiinde Kararname'yi uygulamaya koyarak bu maddelerin satigin
ve dagitimini yasaklamak icin yasal onlemler almaya zorlamistir. Ertesi yil, Portekiz'de yeni bir
mevzuat (17 Nisan tarihli 54/2013 Sayili Kanun Hiikmiinde Kararname) ¢ikarilmis ve 45'i SC
olan 159 NPS'nin {iretimi, ihracati, reklami, dagitimi ve satis1 yasaklanmistir (Henriques vd.,
2018). Bu onlemler, stoklar1 ele gecirerek ve "akilli diikkanlar" olarak adlandirilan yerleri

kapatarak NPS arzin1 azaltmaya yardime1 olmustur.

ABD’de, 2010'dan 6nce SC'ler ne federal diizeyde ne de herhangi bir eyalet tarafindan
kontrol edilmemekteydi. Ancak, K2 iiriinlerinin neden oldugu belirgin zararlar ve bu
iiriinlerdeki ana psikoaktif bilesenler olarak tanimlanan CP-47,497, JIWH-018, JWH-200, JWH-
073 ve kannabikloheksanol ile ilgili ilk analitik caligmalarin ardindan, 1 Mart 2011'de
Uyusturucu ile Miicadele Dairesi (DEA), bu bes bilesigi gegici olarak Kontrollii Maddeler
Yasasi'nin (CSA) 1. Cizelgesi'nde yer alan kontrollii maddeler listesine dahil etmistir (Drug

Enforcement Administration (DEA), 2011).
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2012 yilina gelindiginde, yasaklanan bilesikler, RCS-4, JWH-122, AM-2201, JWH-203
ve JWH-210 gibi yapisal olarak benzer olanlarla degistirilmistir. Bu durum, bu iiriinlerin
iireticilerinin SC diizenlemesinin bir adim 6niinde kaldigin1 géstermektedir (Brents & Prather,
2014; Musah vd., 2012). Ancak, Haziran 2012'de Kongre, DEA'nin Mart 2011'de gecici olarak
diizenledigi bes SC ve 10 ek SC'yi kalici olarak planlamak i¢in mevzuat kabul etmistir (Brents

& Prather, 2014; Sacco, 2014).

Su anda, CSA'nin I. Cizelgesinde yer alan kontrolli maddeler listesi, 430
kannabimimetik ajan olan 221 maddeyi icermektedir (United States Drug Enforcement
Administration (DEA), 2019). DEA, halki bu maddelerle ilgili tehlikelerden korumak i¢in
NPS'nin ticareti ve kotliiye kullanimi sorununu ele almak i¢in tiim mevcut kaynaklari

kullanmaya devam etmektedir.

NPS sorununa yonelik yasal ¢abalara ragmen, yasadis1 uyusturucu pazarinda yeni SC'ler
ortaya ¢ikmaya devam etmektedir. Ulkeye 6zgii mevzuattaki farkliliklar ve bu mevzuatin
uygulanabilirlik kapasitesi, NPS ticareti i¢in firsatlar yaratmakta ve etkili kolluk kuvveti

miidahaleleri i¢in biiylik bir engel teskil etmektedir (Tettey & Levissianos, 2017).

Mayis 2010°da Tirkiye’de ilk SK ele gecirilmistir. Tiirkiye’de iiretiminin olmadigi
belirlenen bonzainin yasa dis1 bir sekilde yurt disindan getirildigi tespit edilmistir. ABD,
Almanya, Portekiz, Cin, Hollanda, KKTC, Ingiltere, Ispanya ve Macaristan gibi iilkeler ithalat
yapilan iilkelerden bazilaridir. Tiirkiye Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi
olarak bilinen TUBIM, Erken Uyari Sistemi (EWS) ad1 verilen sistem araciligiyla birka¢ SK
bildirimi yapmistir ve 2011'den bugiine madde grubu olarak SK’nin, 2313 sayili ‘Uyusturucu
Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun’ hiikiimlerine dahil oldugu bilinmektedir. (Artug vd.,

2014).

20



Tiirkiye’de, 22.05.2013 tarihli ve 2013/4827 sayil1 kararname eki listesinde, SK’larin
biiylik bir bolimii yer almig ve yasa dis1 madde olarak kabul edilmistir. 13.02.2011 tarihinden
bu yana RCS-4, AM-2201, JWH-019, JWH-201, JWH-302, JWH-018, CP-47 gibi etken
maddeler 2313 sayili kanun kapsamina alinmistir ve bunu takiben 2013 yilinda 30 adet, 2014
yilinda 52 adet SK ise mayis ayindan itibaren yasakli maddeler kapsamina dahil edilmistir. 24
Subat 2015 tarihinde yapilan kanun degisikligi ile ‘Bonzai’ gibi sentetik uyusturucu maddeleri
de Tiirk Ceza Kanunu’na dahil edilmistir. ‘Morfin’ ibaresinden sonra gelmek iizere ‘sentetik
kannabinoid ve tlirevleri’ ibaresi, 5237 Sayili Tiirk Ceza Kanunu’nun 188. maddesinin

dordiincti fikrasina eklenmistir (Pakis & Polat, 2016).

2.2.5 Analiz Yontemleri

SK'lar, genellikle bilinmeyen ve beklenmedik bilesim ve konsantrasyonlarda
iiretildikleri ve kullanicilar tarafindan bilingsiz bir sekilde tiiketildikleri i¢in analizleri, klinik
ve adli toksikoloji i¢in fazlaca 6nem tagimaktadir. Bunun yani sira yasa dis1 laboratuvarlar,
SK’lar ile ilgili yasal analizleri atlatabilmek i¢in devamli olarak yeni SK’lar iireterek
toksikolojik analizler karmagik bir hale getirmektedirler (Schaefer vd., 2016; Scheidweiler &

Huestis, 2014).

Bitkisel {iirtinlerdeki SK’lar1 tanimlamak, miktarlarini tayin etmek, idrar, serum ve
tiikiiriik gibi viicut sivilarinda ve ayrica sa¢ orneklerinde metabolitlerini tespit etmek i¢in
kimyasi, toksisitesi ve farmakolojisi ile ilgili 6nemli aragtirmalar yapilmaktadir. SK’larin
kimyasal olarak ayrildig1 gruplara gore, bu gruplarin her birinin farkli tiyelerinin tespit edilmesi

ve miktarinin belirlenmesi farkli analitik teknikler ve analiz yontemleri gerektirmektedir.

Benzoilindol grubundan olan RCS-4 ve metabolitleri i¢in, dncelikle maddelerin
kimyasal yapilarini tespit etmek icin, s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS),

ince tabaka kromotografisi (TLC), yliksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi (HR/MS/MS),
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gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) gibi yontemler tercih edilmektedir. Matris
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu-kiitle spektrometresi (MALDI/TOF/MS) ise bitkisel
karisimlarin SK’lar acisindan direkt ve hizli bir sekilde taranmasi i¢in kullanilmaktadir

(ElSohly vd., 2014).

SK’larin serumdaki maksimum konsantrasyonlarina sigara tiiketiminin ardindan 10
dakikadan daha az bir siirede ulasilabilmektedir (Teske vd., 2010). Bundan dolayi, ilacin
serumdan tespiti genellikle zordur. SK metabolitlerinin par¢alanmast ana madde ve
analoglarina benzedigi i¢in ana maddeyi ve kandaki metabolitlerini tek bagina GC/MS ile
belirlemek zor olabilmektedir. Bunun yani sira diisiik hassasiyet, kandaki SK’larin GC-MS ile
tespit edilmesi i¢in bir engeldir (Namera vd., 2015). Yiiksek hassasiyeti nedeniyle LC/MS/MS
yontemi, SK'lerin ve metabolitlerinin kan ve idrarda ng/mL diizeylerinde izlenebilmesi i¢in

kullanilabilmektedir ve genellikle tercih edilen yontemdir (Castaneto vd., 2014).

2.3 LC/MS/MS Yontemi

LC-MS/MS sistemi, spektroskopi ve kromatografi sistemlerinin tek bir cihaz altinda

birlestirilmesi ile olusturulmus ¢oklu bir sistemdir.
LC-MS/MS sisteminin bilesenleri asagidaki gibidir:

e HPLC/UPLC pompa sistemi
e Analitik kolon

e Iyon kaynag:

e Yazilim
e Dedektor
e Lensler

e Analizor
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e MS vakum sistemi

LC-MS/MS, tespitin zor oldugu ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile maddenin miktar
tayininin yapilabilmesi i¢in imkan saglamaktadir. Coklu analit tayininde, kompleks
matrislerdeki eser miktarda bulunan analitlerin hassas miktar tayininde ve dogrulanmasinda
kullanilmaktadir. Bunun yanisira et, siit, sebze, meyve gibi besin numunelerinde pestisit ve
metabolitleri, hormon ve metabolitleri, aflatoksin-mikotoksin analizleri vb. ile kan ya da doku
gibi biyolojik numunelerde ilag ve metabolitlerinin Sl¢lilmesi gibi farkli uygulama alanlar1 da
mevcuttur. Ol¢iim hassasiyeti mikrolitre (uL) &rnek hacimlerinde nanogram (ng), pikogram

(pg) diizeyinde bir duyarliliga sahiptir.

Kiitle spektrometrisi (MS) neredeyse yiiz yillik bir gegmise sahiptir. Temel ilkeleri ilk
kez Nobel 6diillii Sir Joseph John ('J. J.") Thomson tarafindan 1897 yilinda Cambridge Felsefe
Dernegi'nde verdigi bir konferansta tanimlanmistir. 1913 yilinda iyonize neon gazi akigina
manyetik ve elektrik alan uygulayarak iki izotopik bilesene ayiran Thomson, bunu deneysel

dogrulama ile takip etmistir.

Ozellikle molekiiler agirliklari diisiik olan hedef maddeler i¢in, immiinoassayler ya da
geleneksel yiiksek performansli/basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi yontemlere kiyasla
daha ytiksek analitik 6zgiilliik sunmaktadir. GC-MS ile kiyaslandiginda ise daha yiiksek verime

sahip oldugu goriilmiistiir (Grebe SKG; Singh R, 2011).

LC-MS/MS tekniginde UPLC cihaz1 sayesinde molekiiller 6nce fizikokimyasal
yapilarina gore ayrilmakta, daha sonra kiitle dedektorii yardimiyla analizi yapilmaktadir. Kiitle
spektrometreleri molekiilleri iyonizasyon yolu ile uyarmakta, boylece onlar1 yiiklii ve iyonize
molekiillere doniistiirmektedirler. Birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore
ayrilan molekiiller collision (parcalanma) gazi olarak bilinen 6zel ve yiiksek derecede saf olarak

bulunan bu gaz ile parcalanmaktadir. Bu islemden sonra ikinci kuadrupol filtrede ise bu
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pargalanmayla olusan iyonlar ile tespit yapilmakta ve miktar belirlenmektedir. Ornekte bulunan
bilesenlerin molekiiler agirliklari, yapilar1 ve miktarlari ile ilgili nemli bilgiler saglamaktadir.
Biiyiik proteinleri ve kiiciik bilesikleri de kapsayan polar iyonik, termal agidan kararsiz ve
ucucu olmayan bilesiklerin tayinine yonelik analizler yliksek hassasiyetle ve hizli bir sekilde

gerceklestirilebilmektedir.

LC/MS/MS’in ¢alismasi; MS'e ulagsmadan 6nce numune bilesenlerini ayiran ve
konsantre eden bir s1vi kromatografi cihazi (HPLC) ile baglamaktadir. Kiitle spektrometresinde,
kuadrupoller iyonlar1 dogrudan bir elektrik alani ile birlestirilmis, salinan bir radyo frekansi
uygulayarak filtrelemekte ve bu da iyonlarin kiitle-yiik oranlarina (m/z) gére ayrilmasina yol
acmaktadir. Uclii kuadrupol konfigiirasyonu icinde, birinci kuadrupol izolatlar1 analit
molekiiler iyonlari, ikinci kuadrupol pargalari molekiiler iyonlar1 se¢mekte ve {igiincii

kuadrupol, bir dedektor araciligryla 6l¢lim i¢in iyon parcgalarini segici olarak izole etmektedir.

Bir LC/MS/MS sistemi ticlii kuadrupol cihazi olarak bilinmesine ragmen, teknik olarak
bir tandem kuadrupol kiitle analizériidiir. Birinci ve ii¢lincli kuadrupol kiitle analizorleridir,
ikinci kuadrupol ise bir carpisma hiicresi olarak islev gérmektedir. Bu yontem daha fazla
yapisal bilgi, gelismis secicilik ve hassasiyet saglamakta, giliglii ve temiz bir sinyal

saglamaktadir.

Bir numuneden belirli bir kiitle arandiginda, nispeten temiz bir numune matrisinden
belirli bir kiitlenin secilmesini sagladiklart i¢in tek kuadrupollu kiitle spektrometrelerinden
yararlanilmaktadir. Bununla birlikte, ayn1 kiitleye sahip molekiiller arasinda ayrim yapmak
veya karmasik bir karigimdaki veya bir matristeki analitler arasinda ayrim yapmak istendiginde

ise, ticlii kuadrupol aletleri gerektirmektedirler.
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Sekil 7: LC-MS/MS Calisma Prensibi

LC-MS/MS calisma prensibi su sekildedir;

1.

Hazirlandiktan sonra numuneler ayrilir ve bir sivi kromatografi cihazinda (HPLC)
konsantre edilir.

Kiitle spektrometresinin iyon kaynaginda molekiiller yiiklii iyonlar haline gelir.
MS'in tespit edecegi numunelerin tiiriine bagli olarak farkli iyonizasyon teknikleri
gelistirilmistir. En yaygin olanlart:

Elektrosprey iyonizasyonu (ESI), aerosol olusturmak icin bir siviya yiiksek bir
voltajin uygulandig1 bir elektrosprey yardim ile iyonlar tiretmektedir. "Yumusak
iyonizasyon" teknigi olarak da bilinen ESI, ¢ok az parcalanma yaratir. Bu nedenle,
iyonizasyon teknigi olarak ESI'ye sahip olan LC/MS/MS sistemleri, iyonize

edildiginde, bu molekiillerin pargalanabilme yatkinliklarin tistesinden geldigi i¢in
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makromolekiillerden iyon iiretiminde 6zellikle faydalidir. Elektrosprey iyonizasyon
yontemi ilk kez 1984 yilinda Masamichi Yamashita ve John Fenn tarafindan rapor
edilmis ve 2002 yilinda biyolojik makromolekiillerin analiz edilmesi ig¢in
elektrosprey iyonizasyonun gelistirilmesinden dolay1 Nobel Kimya Odiilii'ne layik
goriilmiistiir. Elektrosprey'in yumusak iyonlastirict dogasi, nicel c¢aligsmalara
uygundur. Hedef molekiiller bozulmadan kaldik¢a, bu analitin maksimum
hassasiyetinin gdzlemlenmesine izin veren tek bir iyon se¢im i¢in mevcuttur.

e Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI) Kaynak: Bir molekiiliin polaritesi
azaldikga, elektrospreylerin de onlar1 iyonize etme egilimi azalir. Bu nedenle APCI
gelistirilmigstir. Siv1 bir kilcal damardan pompalanir ve ucunda nebulize edilir.
Baglangigta iyon kaynaginda bulunan iyonlastiric1 gaz ve ¢6ziicii molekiilleri olan
kilcal damarin ucunun yakininda bir korona desarj1 gergeklesir.

3. Kiitle spektrometresinde, kuadrupol filtresi iyonlar kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore
ayrrmaktadir. Uglii kuadrupol konfigiirasyonu icinde, birinci kuadrupol analit
molekiilleri izole eder, ikinci kuadrupol parcalart molekiiler iyonlar1 seger ve ti¢lincii
kuadrupol iyonlar1 bir dedektor araciligiyla 6l¢lim igin segici olarak izole eder.

4. Tlyonlar ve iyon parcalari elektrostatik dedektdre ulastiginda 6zel yazilimin kiitle
spektrumuna doniistiigii bir akim olusturur.

5. Kiitle spektrumu, o6rnek icindeki farkli kiitle-yiik oranlarini (m/z) bolluklarina

(spesifik bir iyonun olusumu, en bol iyonun olusumuna boliinmesi) karsi cizer.

2.3.1 LC-MS/MS ORBITRAP

LC-MS/MS ORBITRAP Q Exactive Focus MS cihazi, en karmasik biyoanalitik testler
icin bile dogru sonuglar saglayacak hassasiyete, segicilige ve esneklige sahiptir. Kanitlanmis Q

Exactive platformu ve iyon kaynagi saglamligi, dogrulanmis dl¢timlerin giivenilir bir sekilde
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gerceklestirilebilmesini  miimkiin  kilmaktadir. Yiiksek performansli kantitasyon ig¢in
tasarlanmis ¢oklu tarama fonksiyonlari, optimum performans saglamak {izere kolayca
ozellestirilebilir ve herhangi bir biyoanalitik tahlilin ihtiyaglarin1 karsilayacak sekilde
diizenlenebilmektedir. Q Exactive Focus MS, 70.000 c¢oziiniirliik ayar1 ve 1 ppm kiitle
dogrulugu ile tglii kuadrupole denk hassasiyet saglamakta ve karmasik matrislerdeki

farmasotik bilesiklerin dogru miktar 6l¢iimii i¢in benzeri olmayan bir segicilik seviyesi

sunmaktadir.
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Sekil 8: LC-MS/MS ORBITRAP Calisma Prensibi

Adli toksikolojide yapilan testlerin amaci, hedeflenen bilesiklerin yiiksek verimli ve
giivenli bir sekilde tanimlanmasi ve ardindan kantitatif dogrulamayla beraber gercek
bilinmeyen bilesikleri tanimlamaktir. Orbitrap tabanl yiliksek ¢oziiniirlik kullanilarak elde
edilen ozgiilliik, kisa kromatografi ve protein ¢okeltme veya seyreltme gibi basit ve diisiik
maliyetli numune hazirlama yontemleri kullanildiginda da biyolojik matrislerde diisiik tespit ve

kantitasyon sinirlarina izin vermektedir.

27



LC-MS/MS’e bakildiginda ii¢ kuadropollii LC-MS/MS yontemlerini optimize etmeknin
giic oldugu goriilmektedir. Bilesige 6zgli ana iyonu bulmak i¢in tarama modunda bir analiz
yaptiktan sonra par¢alanma iyon spektrumlarini elde etmek icin farkli enerji seviyelerinde bir
cok analitik ¢calisma yapmak gerekmektedir. Saf standartlar kullanilarak uygun parcalanma
iyonlarinin elde edilmesi ve bu pargalanma firiinleri i¢in uygun pargalanma enerjilerinin tespit
edilmesinden sonra ger¢ek numune ortaminda girisimlerin olup olmadiginin tespit edilmesi
gerekmektedir. Ug¢ kuadropol kullanilmas1 durumunda her bir analit icin farkli zaman dilimleri
olusturulmak zorundadir. Metod ve ortam kosullarindan dolay1 alikonma zamaninda degisiklik

olmasi durumunda aradigimiz maddelerin tespit edilememesi sorunuyla karsilasilabilir.

2.4 Validasyon

Validasyon, yeni bir analitik metodun veya Onceden valide edilmis bir metottaki
degisikligin etkinligini ve gilivenilirligini ve ayn1 kosullardaki tekrarlanabilirligini kanitlamak
icin yapilan, birbirine bagli bircok deney ile gergeklestirilen ¢alismadir. Bir yontemin valide
edilmesinin amaci, ¢alisilan standart kosullar altinda yontemin amacglanan kullanim diizeyinde
basarili bir sekilde ¢alisabilecegine dair nesnel kanitlar olusturmak ve yontemin sinirlamalarini

belirlemektir.

2.4.1 Secicilik

Secicilik, bir yontemde hedef analiti, diger analitleri de igeren bir numuneden veya
matrisden ayirt edebilmesidir. Bu parametre, kaynaklari farkli olan kor matris drneklerine hedef
analitin eklenmesi daha sonra analiz edilmesiyle degerlendirilmekte ve analiz sonucunda hedef

analit ya da diger analitlerin bir girigsimi olup olmadig1 gézlemlenmektedir.

2.4.2 Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Bir analitik yontemin dogrusalligi, konsantrasyonunu bildigimiz analitlerin, analitik

sistemdeki Ol¢iim sonucuna karsilik gelen grafigin cizilmesi sonucu elde edilmektedir.
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Dogrusallik calismalari, Ornekteki analit miktarinin belirlenebilmesi i¢in gerekmekte;
kalibrasyon egrisi, i¢ standart ekleme ve standart ekleme yOntemleri ile
gerceklestirilebilmektedir. i¢ standartlar, matris icerisinde bulunmayan, hedef analitin kimyasal
yapisina yakin olan maddelerden segilerek, ornek hazirlama basamaklarindaki kayiplari,

analizler sirasindaki rastgele ve sistematik hatalar1 diizeltmeye yardimc1 olan maddelerdir.

2.4.3 Tespit Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

LOD degeri, numunedeki analitin bos matristen giivenilir bir sekilde ayirt edilebilen ve
analitik yontemle tanimlanabilen en diisiik konsantrasyonunun tahmini iken LOQ ise, bir
numunedeki analitin, kabul edilebilir yanlilik ve hassasiyetle giivenilir bir sekilde 6l¢iilebilen

en diisiik konsantrasyonunun tahmini olarak tanimlanmaktadir.

2.4.4 Dogruluk

Dogruluk, bir analitik yontem i¢in elde edilen sonucun referans degere yakinlik derecesi
olarak tanimlanmaktadir. Yani, gelistirilen yontem ile elde edilen 6l¢iim sonucu, referans degere
ne kadar yakin ise, yontem o kadar dogrudur. Dogruluk, gerceklik ve kesinlik olmak iizere iki

parametre ile degerlendirilmektedir.

2.4.4.1 Kesinlik

Ayni1 homojen numunenin birden fazla 6rneklemesinden elde edilen bir dizi 6lgiim
arasindaki uyumun yakinliginin 6l¢iisii; sayisal olarak kesinsizlik olarak ifade edilir. Kesinlik
parametresi, analit sonuclarinin temel alinan standart degere yakinlig ile degil, tekrar edilen
analiz sonuglarinin birbirine olan yakinlig ile ilgilenmektedir. Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve
tekrar Uretilebilirlik calismalariyla ortaya koyulmakta ve kesinlik ¢aligmalar1 bagimsiz analiz
sonuclarinin kendi aralarindaki tutarlih@g gosterir. Olgiim belirsizliginde rastgele hatanin

dagilimini gosterir.
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e Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik caligmalari, ayni 6l¢iim yontemi, ayni 6lgme cihazi, ayn1 konum, kisa

zaman aralig1 i¢inde Ol¢iimlerin tekrarlanmasiyla yapilmaktadir.
e Tekrar Uretilebilirlik

Tekrarlanabilirlik calismasindan sonra farkli zaman, farkli egri, farkl stok ¢ozeltisi ile
iki analistin katilimiyla tekrar tretilebilirlik calismasi yapilmaktadir. Elde edilen sonuglarin

tekrarlanabilirlik sonuglartyla uygunluk derecesi, tekrar tiretilebilirligi ortaya koymaktadir.

2.4.4.2 Gergeklik

Metodun, yapilan Ol¢limlerde gergek degeri verebilme kabiliyetini ortaya koyan
caligmadir. Olgiimlerde baz alinan gercek deger bilinmelidir ki katim yaptigimiz analit
miktaria gore elde edilen sonug karsilastirilabilsin. Bu sebeple yapilan ¢aligmalarda kullanilan
materyallerin sertifikali referans malzemeler olmas1 gerekmektedir. Gergeklik hesaplamalari
icin kesinlik ¢aligmasindan elde edilen veriler kullanilmaktadir. Elde edilen verilerde gergek

degere gore geri alma yani geri kazan1 oranlar1 hesaplanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, yasa dis1 bir madde grubu olan SK’lerin bilindik iiyesi RCS-4 ve onun

metaboliti olan RCS-4-N(5-karboksipentil)’in, serum igerisinden kantitatif analizi i¢in LS-

MS/MS sistemi ile yontem gelistirilmistir.

3.1 Cahismada Kullanilan Ekipman ve Diger Gerecler

Kullanilan tiim ekipman ve malzemeler marka ve modelleriyle Tablo I’de listelenmistir.

Tablo I: Calismada Kullanilan Ekipman ve Marka/Model Bilgileri

Ekipman Model/Marka
Cihaz Dionex Ultimate RSLC 3000
Dedektor Q Exactive Focus
Analitik Kolon Phenyl-Hexyl, 3 um, 150 x 4.6 mm
Toksikolojik Kolon
Santrifiij Hettich Universal 320R
Ultra Saf Su Cihazi Elga Purelab Flex
Vorteks Isolab
Ultrasonik Banyo Sonorex
Hassas Terazi Mettler Toledo
Otomatik Pipet Eppendorf
Buzdolabi Sharp
Dondurucu (-80) Hettich
Erlen Isolab
Vial Isolab
Balonjoje Isolab
Falkon tiipler Isolab
Pipet ucu Isolab

Spin kolonu

Membran Solutions

pH Metre

Hanna Edge
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3.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Kullanilan tiim kimyasal maddeler, ¢oziiciiler ve markalar1 Tablo II’de listelenmistir.

Tablo II: Calismada Kullanilan Kimyasal Madde/Coziiciiler ve Marka Bilgileri

Kimyasal Madde/Coziicii Marka
Metanol Honeywell
Amonyum Format Honeywell
Formik Asit Carlo Erba
Sodyum Asetat Honeywell
Asetik Asit Honeywell
Asetonitril Isolab
RCS-4 Standart: Cayman
RCS-4 N-(5-karboksipentil) metabolit Cayman
JWHI18-D11 Lipomed

3.2.2 Cozeltiler

(Caligmada kullanilan biitiin kalibrasyon ¢ozeltileri ve ara stoklar ana stok

cozeltilerinden seyreltilerek hazirlandi ve bu ¢ozeltiler uygun sartlarda muhafaza edildi.
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(Cozeltilerin tamami -20 °C’de ve kontaminasyon olmayacak sekilde, balon jojede kapaklari

parafilmlenerek saklandi. Stok soliisyonlar, belirlenen 6l¢iim araligina gore olusturuldu.
Inkiibasyonda enzimin calisacag: optimum pH seviyesinde tampon ¢dzelti hazirlands;
Tampon ¢ozelti: 0.1 M (asetik asit + sodyum asetat) pH: 4,8

0,1 M sodyum asetat ¢ozeltisi hazirlamam i¢in, 8.204 gram sodyum asetat 1 litre ultra
saf suda ¢ozdiiriildii. 0,1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in ise yiizde yiizliik asetik asitten
5.724 ml alinarak ultra saf suda ¢ozdiiriildii. Bu iki stok ¢ozelti kullanilarak, sodyum asetat
cozeltisinden 56.6 ml, asetik asit ¢ozeltisinden ise 43.4 ml alinarak 100 ml’lik balon joje

icerisinde karistirildi ve pH:4.8’lik tampon ¢ozelti elde edildi.

Mobil fazlar, analizlerden hemen 6nce olacak sekilde hazirlandi ve ultrasonik banyoda

degaze edilerek kullanildi.

Mobil Faz A; 1L USS (ultra saf su) i¢erisinde 126 mg amonyum format + %0,1 formik

asit

Mobil Faz B; 1L 1:1 oraninda metanol + asetonitril i¢erisinde 126 mg amonyum format

+ 9%0,1 formik asit

3.2.3 Ana Stok ve Ara Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ana stok RCS-4 cozeltisi: Konsantrasyonu 1000 pg/mL olan sivi formda referans
standart.

Ana stok RCS-4-N(5-Karbosipentil) ¢ozeltisi: 1 mg RCS-4-N(5(Karboksipentil) kati

referans standard tartilip 10 mL metanol igerisinde balon jojede ¢oziilerek hazirlandi.

Ara stok RCS-4 cozeltisi (10 pg/mL): 1000 pg/mL ana stok ¢ozeltisinden 100 pL

alinip balon joje igerisinde 9900 pL metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.
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Ara stok RCS-4-N(5-Karboksipentil) ¢ozeltisi (10 pg/mL): 1000 pg/mL ana stok

cozeltisinden 100 pL alinip balon joje igerisinde 9900 pL metanol ile 10 mL’ye tamamlanda.

Ara stok standart mix ¢ozeltisi (250 ng/mL): 10 ng/mL ara stok ¢ozeltilerinin her

birinden 250 pL alinip balon joje igerisinde 9500 puL. metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.3 Biyolojik Ornekleri

Kan 6rnekleri madde kullanimai siiphesi olmayan goniilliilerden, sar1 kapakli jelli tiiplere
alind1 ve analizin yapilacagi giine kadar +4’te giivenli bir sekilde saklandi.

3.4 Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler, enzimatik hidroliz ydntemine uygun olarak hazirlanmistir.  Serum
orneklerinden 250 pL alinarak tizerine 500 pL tampon ¢ozelti, 20 uL B-glukuronidaz enzimi ve

500 ppb’lik internal standarttan (JWH18-D11) 50 pL eklendi (Sekil 9). Hazirlanan ¢ozelti 2

dakika vortekslenip 58 °C’de 2 saat inkiibe edildi (Sekil 10).
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Sekil 9: Inkiibasyon Oncesi

Sekil 10: Inkiibasyon Sonrasi

Inkiibasyondan sonra metanol ile 3 mL’ye tamamlanan ¢ozeltide protein ¢oktiirme

islemi metanol ile saglanmis oldu (Sekil 11).

35



Sekil 11: Inkiibasyon Sonrasi Metanol Eklenmesi ile Coken Protein

Tekrar vortekslenen ¢ozelti 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast
olusan berrak ¢ozeltiden 750 pL alinarak 3 katman 0.22 pum porlu filtrasyon tiipiine aktarildi.
10.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi, bu islem kolonda kirlilik kalmamas1 adina tekrarlandi. 500

pL alarak viallere koyuldu ve LC-MS/MS ORBITRAP cihazinda yiiriitiildii.
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3.5 LC-MS/MS ORBITRAP Cahisma Sartlari

LC-MS/MS ORBITRAP sisteminin ¢alisma sartlar1 Tablo III’te belirtildigi gibidir.

Tablo III: LC-MS/MS ORBITRAP 'in Calisma Sartlar

Iyon kaynag

Pozitif Mod, ESI

Dedektor voltaji

1,98 kV

Numune sicaklig

4.0 [°C] - 45.0 [°C] / Nominal 8.0 [°C]

Arayiiz sicaklhig 300 °C

Kolon firin sicaklig 40 °C

Maksimum sicaklik 50 °C

Enjeksiyon hacmi 2uL

Analiz siiresi 15 dk

Akis hizt 0.500 [mL/dk]

Mobil faz A 1 L USS igerisinde %0,1 formik asit+ 126 mg
amonyum format

Mobil faz B 1 L 1:1 oraninda metanol + asetonitril

icerisinde %0,1°lik formik asit+ 126 mg amonyum

format

3.6 Validasyon Calismalar

RCS-4 ve metaboliti olan RCS-4-N(5-karboksipentil)’in serum o6rneklerinden tayini

amagli yapilan bu ¢caligmanin validasyonu, SWGTOX un (Toksikoloji Bilimsel Calisma Grubu)

validasyon rehberine uygun bir sekilde gergeklestirildi. Yapilan validasyon c¢alismast

kapsaminda kalibrasyon egrisi, dogrusallik, secicilik, tayin sinir1 (LOQ), teshis siir1 (LOD),

geri kazanim ve kesinlik ¢aligmalar1 validasyon parametreleri olarak secildi.
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3.6.1 Secicilik Calismalar:

Matriks kaynakli olugsabilecek girisimleri gozlemleyebilmek adina segicilik ¢aligmast
yapildi. Igerisinde analit bulunmadig1 bilinen kér serum 6rnegi 10 kez calisildi. RCS-4 ve
metaboliti olan RCS-4-N(5-karboksipentil) i¢in matriks ya da ¢oziicliden kaynaklanan girisim

varlig1 incelendi.

3.6.2 Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Calisilan yontemin kantitatif olarak verdigi sonuglarin dogru oldugu konsantrasyon
araliginin belirlenebilmesi i¢in dogrusal aralik olusturuldu.

Dogrusallik ¢aligmasinda IS ya da analit igermedigi bilinen bos serum 6rneklerine 250
ppb’lik RCS-4 ve RCS-4-N(5-karboksipentil) iceren standart ¢dzeltiden 3.4 bolimiinde
anlatildig1 gibi hazirlanan 6rneklere belirlenen dl¢lim seviyelerine gore spike yapildi ve ilk

seviye kor olacak sekilde bes seviye belirlendi.
Seviyel: 0 puL (sadece IS)
Seviye 2: 10 uL
Seviye 3: 25 uL
Seviye 4: 50 uL

Seviye 5: 100 pL olacak sekilde ekleme yapildi. Yapilan eklemeye gore 3 uL’ye

tamamlanacak sekilde metanol eklenip devami 3.4 boliimiinde gibi ¢alisilmig ve cihaza verildi.

Tiim seviyeler 3’er tekrarli olacak sekilde calisildi. Sonuglara gore kalibrasyon egrisi

olusturuldu.
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3.6.3 Tespit Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

Algilama smir1 dedigimiz yani tespit edilebilen en diisiik deger olarak bilinen LOD,
matriks i¢inde aradigimiz analitin en diisiik seviyesinin giivenli ve dogru bir sekilde tespit

edilmesidir.

Analiz edilen 6rnegin kesin ve dogru bir sekilde tespit edilebilen en diigiik miktar1 olan

LOQ ise, kalibrasyon egrisinin en alt noktas1 olarak tanimlanabilir.

Cesitli sekillerde hesaplanabilen LOD ve LOQ degerleri i¢in hassasiyet galigmalari
yapildi. En diisiik kalibratorde 6 tekrarli birer enjeksiyonlu c¢alisma sonuglarinin standart
sapmalar1 asagidaki formiilasyonda belirtildigi gibi, standart sapmanin 3 kat1 ve 10 kati olacak

sekilde hesaplandi.

e [LOD=3Xss
e [OQ=10Xss

ss: standart sapma

3.6.4 Dogruluk

Dogruluk ¢aligmast, kesinlik ve geri kazanim ¢alismalar ile yapildi.

3.6.4.1 Kesinlik

Kesinlik parametresi olusturmak icin giinler arasi tekrar {iretilebilirlik, giin ici
tekrarlanabilirlik ¢calismalari yapildi. Diisiik, orta ve yliksek olarak ii¢ farkli konsatrasyon (10

pL, 50 uL, 100 pL) her birinden 5’er kere ¢alisildi.
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3.6.4.2 Geri Kazanim

Kesinlik ¢aligmasi altinda yapilan sonuglarla degerlendirildi ve elde edilen sonuglarin
tamamina gore geri kazanim degeri hesaplandi. Geri kazanim degerlerinin % 80-120 araliginda

olmas1 hedeflendi.
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4. BULGULAR

4.1 Metot Validasyonu

4.1.1 Secicilik

Secicilik i¢in yapilan ¢aligma sonuglarina gore, RCS-4 ve RCS-4-N(5-karboksipentil)
icin RT degerinde girisim tespit edilmemistir. Analit bulunmayan serum numunesine ait RCS-
4 ve RCS-4-N(5-karboksipentil)’in kromatogramlar: sirasiyla Sekil 12 ve Sekil 13°te; i¢ine 25
pL konsantrasyonda RCS-4 ve RCS-4-N(5-karboksipentil) spike edilen serum numunesinin

kromatogramlari ise Sekil 14 ve Sekil 15°te gosterilmektedir.

KAN-RCS-4 RT: 8.64 | L1-1 ;| N »
100
90
80
270
E 60
2]
® 50
el
2 40+
o tl
30
20
10
0 I T 1 ! 1 T I T I T
8.2 8.4 86 8.8 9.0
RT{min)
m/z: 322.17993
Apex RT: N/F A
Area: N/F v

Sekil 12: RCS-4'iin Analit Icermeyen Serum Numunesi Kromatogrami
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KAN-RCS-4 N-5-CARBOXYPENTYL METABOLITE RT: 7.27 | L1-1
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Sekil 13: RCS-4-N(5-Karboksipentil)'in Analit Icermeyen Serum Numunesi Kromatogrami

KAN-RCS-4 RT: 8.66 | L3 \ n 4
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Sekil 14: RCS-4'iin Analit Ilave Edilmis Serum Numunesi Kromatogrami



KAN-RCS-4 N-5-CARBOXYPENTYL METABOLITE RT: 7.26 | L3 \ ”n »
RT: 7.26
AA: 4565227.85
AH: 755401.8%
SN: 1471.47
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Sekil 15: RCS-4-N(5-Karboksipentil)'in Analit Ilave Edilmis Serum Numunesi Kromatogrami

4.1.2 Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Sirastyla 0; 10; 25; 50 ve 100 ng/mL spike edilen referans materyallerin analizinden
elde edilen kalibrasyon egrileri RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in Sekil 16 ve Sekil
17°de gosterilmistir. Kalibrasyon egrilerine ait dogru denklemleri ve R? degerleri LC-MS/MS
ORBITRAP sisteminin yazilimi kullanilarak hesaplandi. Elde edilen dogrusal aralik, denklem
ve korelasyon katsayis1 Tablo IV’te verilmistir. Kullanilan validasyon rehberine gore, (R?) >

0,99, ¢alisilan dogrusal aralik i¢in uygun oldugunu gostermistir.
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KAN-RCS-4
Y =1.346e-2X - 4.254e-2, R*2: 0.9908; Origin: Ignore; W: Equal; Area

Area Ratio

= =
T.

10 20 k] 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Sekil 16: RCS-4'in Serum Numunesindeki Kalibrasyon Egrisi

KAN-RCS-4 N-5-CARBOXYPENTYL METABOLITE
Y =6.454e-3X - 4.328e-3; R*2: 0.9945; Origin: lgnore; W Equal; Area

Area Ratio

Sekil 17: RCS-4-N(5-Karboksipentil)'in Serum Numunesindeki Kalibrasyon Egrisi

Tablo 1V: Dogrusal Aralik, Denklem ve Korelasyon Katsayist

Dogrusallik Korelasyon Katsayisi
Madde Araligi Denklem (R™2)
RCS-4 0 - 100 ng/mL y=1'346e'22X -4.234e- 0.9908
SERUM RCS-4 N-3- 0 100 oL | Y6454 3X - 4 328e- 09043
CARBOXYPENTYL ] & 3 '
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4.1.3 Tespit Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

Hassasiyet calismasi icin en diisiik kalibratdr olan 10 ng/mL konsantrasyonda spike

edilmis serum numunelerinin ORT, SS, LOD ve LOQ degerleri Tablo V’te verilmistir.

Tablo V: Hassasiyet Calismast Sonucu Elde Edilen LOD ve LOQ Degerleri

RCS-4 N-(5-
RCS-4 Karboksipentil)
Metabolit

1 10,565 10,333

2 13,181 12,077

3 9,897 7,827

4 8,943 7,928

5 13,745 13,347

6 10,625 9,836
ORT 11,16 10,22
SS 1,89 2,21
LOD 5,679 6,623

LOQO 18,930 22,076

4.1.4 Dogruluk

Dogruluk c¢aligmalar1 kesinlik ve geri kazanim olmak iizere iki alt parametre ile

calisilmisti. Hesaplamalar i¢in ise tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlik sonuglari

kullantlmistir.
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4.1.4.1 Kesinlik

Diisiik, orta ve yiliksek seviyedeki konsantrasyonlarla (10, 50, 100 ng/mL) yapilan
tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalar1 sonuglari sirasiyla RCS-4 ve RCS-4-N(5-
Karboksipentil) icin Tablo VI ve Tablo VII’de gdsterilmistir. Iki farkli giinde iki ¢alisma
gerceklestirilmis olup, bahsi gecen her konsantrasyon i¢in 5’er tekrar yapilmstir. iki analit i¢in
de serum numunesinden elde edilen verilerin ortalamalari, SS ve RSD degerleri Microsoft

Excel kullanilarak hesaplanmuistir.

Tablo VI: RCS-4%in Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik Analiz Sonuclart,
Ortalamalari, SS'lari ve RSD Degerleri

RCS-4

10 ppb 50 ppb 100 ppb
1. Giin 8,318 54,026 100,569
1. Giin 8,719 48,901 110,258
1. Giin 9,901 45,160 124,274
1. Giin 10,657 56,423 88,113
1. Giin 11,176 53,010 118,084
2. Giin 9,830 49,211 96,342
2. Giin 9,536 53,186 98,573
2. Giin 9,669 47,556 96,915
2. Giin 9,407 53,430 104,201
2. Giin 10,843 52,846 104,683
ORT 9,81 51,37 104,20
SS 0,90 3,48 10,81

RSD 0,09 0,07 0,10
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Tablo VII: RCS-4-N(5-Karboksipentil)'in Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik Analiz

Sonuglari, Ortalamalari, SS'lar: ve RSD Degerleri

RCS-4 N-(5-Karboksipentil) Metabolit

10 ppb 50 ppb 100 ppb
1. Giin 6,735 62,483 123,580
1. Giin 6,790 52,677 122,277
1. Giin 8,422 50,671 134,035
1. Giin 8,499 66,200 91,501
1. Giin 9,940 51,804 111,711
2. Giin 9,451 51,253 125,464
2. Giin 11,069 48,617 112,302
2. Giin 9,245 48,409 113,458
2. Giin 9,679 52,645 116,624
2. Giin 9,039 50,620 126,831
ORT 8,89 53,54 117,78
SS 1,35 5,94 11,72
RSD 0,15 0,11 0,10

47




4.1.4.2 Geri Kazanim

Geri kazanim caligmasinda tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlik sonuglari

kullanilmistir. RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karbosipentil) i¢in 10, 50, 100 ppb konsantrasyonlarinda

yapilmis 10’ar ¢alismanin ortalamalar1 Tablo VIII ve Tablo IX’da verilmistir.

Tiim analizlerin ylizdece degerleri hesaplanmis olup ortalamalari, ss’lar1 verilmistir.

RCS-4 i¢in yapilan analizlerdeki geri kazanim ortalama 101,67 iken; RCS-4-N(5-

Karboksipentil) i¢in ortalama 104.57’dir. Geri kazanim oranlar1 yiizdece %80-120 arasinda

oldugundan anlamli bulunmustur.

Tablo VIII: RCS-4"in Geri Kazanimi

RCS-4
Bias belirsizlik hesabi

10,00 50,00 100,00
1. Giin-N 83,18 108,052 100,569
1. Giin-N 87,19 97,802 110,258
1. Giin-N 99,01 90,32 124,274
1. Giin-N 106,57 112,846 88,113
1. Giin- N 111,76 106,02 118,084
2. Giin-N 98,3 98,422 96,342
2. Giin-N 95,36 106,372 98,573
2. Giin-N 96,69 95,112 96,915
2. Giin-N 94,07 106,86 104,201
2. Giin-N 108,43 105,692 104,683
ort 101,67

sS 9,15

rsd 0,09

% rsd 9,00
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Tablo IX: RCS-4 N-(5-Karboksipentil)'in Geri Kazanimi

RCS-4 N-(5-Karboksipentil) Metabolit

Bias belirsizlik hesabi

10,00 50,00 100,00

1. Giin - N 67,35 124,966 123,58
1. Giin - N 67,9 105,354 122,277
1. Giin - N 84,22 101,342 134,035
1. Giin - N 84,99 132,4 91,501
1. Giin - N 99.4 103,608 111,711
2. Giin- N 94,51 102,506 125,464
2. Giin - N 110,69 97,234 112,302
2. Giin - N 92,45 96,818 113,458
2. Giin- N 96,79 105,29 116,624
2. Giin - N 90,39 101,24 126,831
ort 104,57

sS 17,03

rsd 0,16
% rsd 16,29

49



5. TARTISMA

Uyusturucu madde kullanimi ve bagimlilik kisinin beden sagligina zarar vermesinin
yani sira ruh saglhigini da ciddi sekilde etkilemektedir. Bunlarin diginda ekonomik, kiiltiirel,
toksikolojik, sosyal, en 6nemlisi adli sorunlara da yol agtig1 icin ve yeni nesil uyusturucu
maddelerin tespit edilmeleri diger yasa dis1 maddelere gére daha zor oldugu i¢in halk sagligin

her agidan 6nemli derecede tehdit etmektedir.

SK’ler, hem madde ¢esitliligi hem de kullanim yayginlig1 bakimindan NPS’lerin biiyiik
ve 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Asil liretim amaci yeni ilaglar gelistirmek ve ECS’yi
aragtirmak olan SK’ler kannabinoid reseptorlerine agonisttir. Bilimsel arastirmalar yapmak i¢in
iiretilen ilk SK’dan 40 yil kadar sonra, esrarin temel bileseni THCyi taklit etmeleri sebebiyle,

SK’lerin yasa dis1 olarak iiretimi ve satis1 ortaya ¢cikmistir (Sedefov R. vd., 2009).

Genellikle, uygun bir ¢oziicii icinde ¢6zdiiriiliip bitkilerin {izerine spreylenip daha sonra
kurutularak paketlenen ve bitkisel tiitsli olarak tanimlanan SK’ler, renkli, dikkat ¢ekici paketler
ve ‘K2’, ‘Spice’, ‘Bonzai’ gibi isimlerle piyasaya siiriilerek yasa dis1 satis1 gerceklesmektedir.
Uriiniin iizerinde insan tiiketimine yonelik olmadigm belirten ifadeler olsa da paketlenme ve
pazarlanma yontemleri bunun tam tersini gostermektedir. Klasik uyusturucu testlerinde tespit
edilememeleri ise SK’leri uyusturucu kullaniminda daha ilgi ¢ekici bir kacis yolu haline

getirmektedir (Schlatter, 2014).

SK’ler, Tiirkiye’de ilk defa 2010 yilinda yakalanmis, 2011 yilinda yapilan yasal
diizenleme ile piyasada mevcut 14 SK i¢in kimyasal isimleri verilerek yasaklanma karari
verilmistir. Yapilart kolaylikla degisen SK’lerin, her yil yeni ¢esitleri piyasaya siirtildiigii i¢in
ilerleyen yillarda da yasal diizenlemeler, eklenen yeni maddelerle devam etmek durumunda
kalmistir. Bu diizenleme sekli 2015 yilinda degismistir. Yeni diizenlemede artik madde isimleri

belirtilmeden asil kimyasal yapilar ve bu yapilara eklenebilme ihtimali olan, olas1 fonksiyonel
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gruplar belirlenmis ve jenerik smiflandirilma olarak adlandirilmistir. Yasal siiregler i¢in
hizlandirici olarak uygulanan jenerik yasa ile ¢ekirdek yapilari ve radikal gruplari belirtilen yeni
SK’ler i¢in, tespit edilebilmeleri i¢in vakit kaybetmeden Uyusturucu Maddelerin Murakabesi
Hakkinda Kanun kapsamina dahil edilmistir (Narkotik Suglarla Miicadele Daire Bagkanligi,

2019).

SK’lerin toksikolojik ve farmakolojik etkileri ve 6zellikleri ile ilgili bilgiler kisitl olsa
da, insan hiicrelerinde bulundugu bilinen kannabinoid reseptorlerine yani CB1 veya CB2'ye
baglanmay1 saglayan yapisal Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. CB1 reseptorleri,
beyindeki en bol G-protein bagh reseptorler (GPCR'ler) arasindadir ve GABA ve glutamat
ndrotransmisyonunun modiilasyonunda 6nemli bir yer almaktadir. CB2 reseptorleri ise daha
cok bagisiklik hiicreleri iizerinde eksprese edilmekte ve apoptozu, proliferasyonun
inhibisyonunu ve sitokin, kemokin {iretiminin baskilanmasin1 indiikleyerek immiinosiipresyona

aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Fantegrossi vd., 2014; Schlatter, 2014).

SK’lerin hazirlanmalar1 ve paketlenmeleri sirasinda steril ortamlarda calisilmamasi,
giivenilir olmayan rastgele yontemlerin kullanilmast gibi durumlar, hazirlanan karigimin
homojen olmamasina ve ayni seride bulunan iiriinlerin dahi farkli paketlerinde konsantrasyon
farkliliklarina sebep olmaktadir. Bitkinin kendisinden olusabilecek kontaminasyon da goz ardi
edilmekte, dolayisiyla yaratacagi etki ve zararin belirsiz olmasi, iiretilen maddeyi daha da

tehlikeli bir hale getirmektedir (Franz vd., 2016).

Maddeler potent yapida oldugu i¢in diisiik miktarlarda bile yiiksek seviyede psikotrop
etki olusturmakta ve viicutta hizli metabolize edilmektedir, yarilanma dmiirleri oldukga kisadir.
Dolayisi ile biyolojik 6rneklerde tespitleri zorlagmaktadir. Maddelerin bu 6zelliklerinden dolay1
maddenin kendisinin tespitinin dnemli oldugu gibi metabolitlerinin de tespit edilmesi biiyiik

Olciide onem tasimaktadir. (Castaneto vd., 2014).
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RCS-4, ilk olarak 2010 yilinda Macaristan’da tespit edilmis bunu takiben 2010-2011
yillarinda diinya genelinde tiiketilmis ve ele gegirilen maddeler arasinda siklikla RCS-4’e

rastlanmistir (Banister vd., 2015).

RCS-4 ve metabolitlerinin biyolojik matrislerde tespit ¢aligmalar1 olduk¢a siirlidir.
Yapilan literatiir arastirmalarinda sentetik kannabinoidlerin farmakolojik ve toksik etkileri ile
ilgili az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Maddelerin farmakolojik ve psikoaktif etkilerine iliskin
bilgiler genellikle gozlemlere ve kullanicilarin ifadelerine dayanmaktadir. Etki siireleri,
metabolitleri, metabolitlerinin aktiviteleri, birikme oOzellikleri, etkilesimleri, uzun donem
kullanimlarina bagli olarak ortaya ¢ikabilecek zararlarin ortaya ¢ikarilmast ile ilgili arastirmalar
devam etmektedir. Bu maddeleri kullanmakta olan kisilerin tespiti, bagimliliginin
izlenebilmesi, su¢a karisma riskinin degerlendirilmesi, islenmis suclarda uyusturucu madde
kullanimlarinin belirlenebilmesi, farmakokinetik 6zelliklerinin ve buna bagl olarak olas1 risk
faktorlerinin belirlenebilmesi icin dedeksiyon limiti diisiik, hizli ve segici metotlarin

gelistirilmesi oldukc¢a dnemlidir.

Yapilan literatiir taramasinda RCS-4 i¢in yapilan analitik ¢aligmalar belirlenmistir. Sag,
idrar, serum, kan gibi matrisler kullanilirken; cihaz olarak genellikle GC-MS, LC-MS/MS,

LC/ESI-MS/MS kullanilmistir. RCS-4 ile ilgili 6liimlii vakaya rastlanmamustir.

Hutter ve arkadaglari, insan saginda RCS-4 ve baska 21 SK tespiti ve miktar tayini i¢in
LC-MS/MS ile yontem gelistirmis ve sonuclarin belirlenen araliklara uygun oldugunu
bulmustur. RSD < %12’ nin altindayken geri kazanimlari ise <6,9 olarak belirlenmistir. LOD

degeri 0,5 pg/mg olarak hesaplanmig, matris etkisi ise %45 olarak bulunmustur.

Kavanagh ve arkadaslarinin yaptig1 ¢caligmada, insan idrar numunelerinde RCS-4'lin on
altt {iriner metaboliti tanimlanmistir. RCS-4 i¢in  metabolik  yollar aromatik

monohidroksilasyon, N- ve O-dealkilasyon ve N-pentil zincirinin bir ketona oksidasyonudur.
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Ana ila¢ saptanmamistir. O-demetillenmis metabolitlerin RCS-4 aliminin tanimlanmasi i¢in en

yararlt metabolik belirte¢ler oldugu bulunmustur. Calisma GC-MS ile yapilmustir.

Kneisel & Auwirter, sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile LC/ESI-MS/MS ile serumdan
RCS-4 de dahil olmak iizere 30 SK tespiti i¢cin yontem valide etmislerdir. Tiim analitler
icin korelasyon katsayilar1 (R?) > 0,993 (n = 6) ile tatmin edici dogrusallik saglamigtir. LOD

degeri 0,03 ng/mL iken, LOQ ise 0,1 ila 2,0 ng/mL arasinda bulunmustur.

Scheidweiler ve Huestis, SK’lar i¢in hidroliz ve SLE yontemi ile LC-MS/MS kullanarak
idrar i¢in bir bagka yontem valide etmistir. Caligmaya gore RCS-4 i¢in LOD;0,1 pg/l LOQ; 0,1
ng/l, dogrusal aralik 0,1-50 pg/l olarak ve R2 degeri 0.995-0.997 arasinda bulunmustur. RCS-
4-N(5-Karboksipentil) i¢in ise LOD degeri 0,2 pg/l LOQ degeri 0,2 ng/l, dogrusal aralik 0,2-
50 pg/l, R2 degeri ise RCS-4 gibi 0.995-0.997 arasinda bulunmustur. RCS-4 i¢in matris etkisi
%0,7-%9,7 araliginda iken; RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in ise %18,4-%40,0 arasinda

bulunmustur.

Ammann ve arkadaglarinin yaptig1 calismada ise LLE yontemi kullanilarak LC-MS/MS
ile kandan RCS-4 tayini yapilmistir. Dogrusalligi 0.5-100 ng/mL arasinda iken LOQ degeri 0.5

olarak belirlenmistir.

Bu calismada RCS-4 ve metaboliti olan RCS-4-N(5-karboksipentil)’in serumdan
enzimatik hidroliz yontemi ile tespiti ve LC-MS/MS ORBITRAP sistemiyle analizi i¢in

validasyon parametreleri belirlenmis ve buna gore ¢alismalar yapilmstir.

Yapilan secicilik g¢aligmalarinda RCS-4 ve metaboliti olan RCS-4-N(5-
karboksipentil)’in serumda se¢iciligi aragtirilmis ve kor serum numunelerinde herhangi bir pike

rastlanmamustir.
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Hassasiyet calismasi ¢er¢evesinde LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir. Caligsmaya
gore, RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in serum numunesinde tespit limiti (LOD)

strastyla 5.679 — 6.623 ng/mL; tayin limiti (LOQ) ise sirasiyla 18,930 - 22,076’ dur.

Calismada dogrusal aralik 0-100 ng/mL arasinda olup, RCS-4 ve RCS-4-N(5-
Karboksipentil) icin korelasyon katsayis1 0.990’dan yiiksektir. RCS-4 i¢in korelasyon katsayisi

0.9908 iken RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in korelasyon katsayisi 0.9945 olarak belirlenmistir.

Dogruluk ¢aligmalar1 kesinlik ve geri kazanim olarak iki alt parametre ile yapildi.

Tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlik %RSD degerleri RCS-4’1in 10, 50 ve 100 ppb
konsantrasyonlar1 i¢in sirastyla 0,09 — 0,07 — 0,1; RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in 0,15 — 0,11

—0,1’dir.

RCS-4 i¢in geri kazanim degerleri %97.54 - %104.21 araliginda olup, RCS-4-N(5-

Karboksipentil) i¢in ise %88.87 - %118.93 araligindadir.

Bu calisma ile RCS-4 ve metaboliti RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in calisilan
validasyon parametrelerinin tiimii, toksikolojik analizlerin validasyonuna ydnelik uluslararasi
rehberlerin kabul araliklar icerisinde olup, serum numunelerinden tespiti ve tayinine yonelik
gegerliligi kanitlanmigtir. Parametrelere uygun sonuglar ve kisa analiz siiresi gz Oniine
alindiginda RCS-4 ve RCS-4-N(5-Karboksipentil) i¢in diigiik degerlerinin tespiti ve izlenmesi

acisindan 6nemli ve yararli olacag: diigiiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢aligmasinda yapilan deneyler ile, kotiiye kullanilan, bagimhilik yapict bir
sentetik uyusturucu olan RCS-4 ile ve onun metaboliti RCS-4-N(5-karboksipentil) i¢in serum
orneklerinin enzimatik hidroliz yontemi ile hazirlanarak ve LC-MS/MS ORBITRAP sistemi
kullanilarak kantitatif analizinin yapilmasi i¢in uygun yontem validasyonu gerc¢eklestirilmistir.
Yapilan validasyon calismasinin kapsaminda dogrusallik ve kalibrasyon egrisi, dogruluk,
kesinlik, secicilik, geri kazanim, hassasiyet, LOD ve LOQ ¢aligmalar1 yapilmistir. Sonuglar
literatiir ile uyumluluk goéstermistir. RCS-4 ve RCS-4-N(5-karboksipentil) ilgili yapilan bu
caligmanin, diger metabolitlerin de i¢inde oldugu daha yiiksek hassasiyet, daha diisiik tayin
limitlerinde ¢alismalar yapilabilmesi i¢in referans olarak kullanilabilmesi ayrica kisa analiz
stiresi ve tutarli sonuglari ile olgularin aydmlatilmasinda adli bilimler ve acil toksikoloji i¢in

faydali1 bir caligma olmasi ve katki saglamasi amaglanmaistir.
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