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Çift yönlü katı-faz ekstraksiyonu ve sıvı kromatografi-ardışık kütle 
spektrometresi ile kan örneklerinde sentetik kannabinoidlerin tayini
An LC-MS/MS method for determination of synthetic cannabinoids in 
human blood using bidirectional solid-phase extractiont
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ÖZET 

AMAÇ: Son yıllarda kullanımı hızla artan sentetik kannabinoidle-
rin kan örneklerinde tayini için hassas ve güvenilir bir sıvı-kroma-
tografisi ardışık kütle spektrometrik (LC-MS/MS) metot sunulması 
amaçlanmıştır.

YÖNTEM: Kan örnekleri çift-yönlü katı faz ekstraksiyonu (BD-
SPE) ile ekstrakte edildikten sonra LC-MS/MS’e enjekte edilmiştir. 
Toplam olarak 57 adet sentetik kannabinoid ve metabolitleri Poros-
hell 2,7μm (150×4.6mm) analitik kolonu ile gradiyent akış programı 
uygulanarak kantitatif olarak tayin edilmiştir. Metot validasyonu 
uluslararası rehberlere göre yapılmıştır. 

BULGULAR: Sadece 0,5mL kan örneği kullanılarak, tespit 
(LOD) ve tayin (LOQ) sınırları 0,3 ve 0,5ng/mL veya daha düşük ola-
rak belirlenmiştir. Metot 0,5-100ng/mL arasında en düşük 0,990 
belirleme katsayısı ile lineerdir. Geri kazanım oranları %54- %115 
arasında ve ortalama %87’dir. Matriks etkisi analiz hassasiyetini 
negatif olarak etkilememekte, kesinlik ve doğruluk kabul edilebilir 
seviyelerdedir.

SONUÇ: Her bir analitin düşük konsantrasyonlarda olsa bile ta-
yinine imkân sağlayan metot adli ve klinik toksikoloji laboratuarla-
rının rutin uygulamalarında kullanılabilir.

Anahtar Kelimeler: Sentetik kannabinoid, adli toksikoloji, LC-MS/
MS, metot validasyonu.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To present a sensitive and reliable liquid chro-
matography–tandem mass spectrometry (LC–MS/MS) method for 
determination of synthetic cannabinoids in blood samples is aimed 
in this study. 

METHODS: The samples were prepared using a bidirectional 
solid phase extraction (BD-SPE) followed by injected to LC-MS/MS. 
A total of 57 synthetic cannabinoids and metabolites were sepa-
rated on an Agilent Poroshell 2.7μm (150 × 4.6 mm) column with 
gradient program and determined quantitatively. The method vali-
dation was done according to international guidelines.

RESULTS: Limits of detection for all target analytes are 0.3 ng/
mL or better, with only 0.5 mL of specimen used for analysis. The 
method is linear from 0.5 to 100 ng/mL with a correlation coef-
ficient (R2) greater than 0.990. Recovery values were in the ranges 
of 54.0% and 115.0% with a mean of 87%. Matrix effects did not 
negatively affect analytical sensitivity and precision and accuracy 
were acceptable at any quality control level.

CONCLUSION: The method allowing the determination of each 
analyte, even at low concentrations, can be used in the routine ap-
plications of forensic and clinical toxicology laboratories.

Keywords: Synthetic cannabinoid, forensic toxicology, LC-MS/MS, 
validation.
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gıçta kullanımı ve imalatı için yasal bir engel ol-
madığından kötüye kullanımı hızla artmıştır. İlk 
olarak 2008 yılı sonlarında “Spice” ürünlerinde 
JWH-018 olarak adlandırılan sentetik kannabino-
id tespit edilmiş (4,5) ve 2009 yılı başlarından iti-
baren Avrupa Birliği ülkelerinde JWH-018 içeren 
ürünler yasaklanmaya başlanmıştır (2). Ancak o 
zamandan beri molekül yapılarında küçük modi-
fikasyonlar yapılarak yüzlerce sentetik kannabi-
noid piyasaya sürülmüştür. 2016 UNODC Dünya 
Uyuşturucu Raporuna göre yeni psikoaktif madde 
piyasası artmaya devam etmektedir. UNODC’ye 
ilk kez bildirilen yeni psikoaktif madde sayısı 2014 
yılında 66, 2015 yılında 75 adettir.  2012-2014 yıl-
ları arasında bu gruptaki en büyük oran sentetik 
kannabinoidlere aittir. 2016 Avrupa Uyuşturucu 
Raporuna göre ise, EMCDDA tarafından izlenen 
yeni psikoaktif madde sayısı 560’ın üzerine çıkmış 
ve yine sentetik kannabinoidler bu grubun içinde 
en büyük orana sahip olmuştur. Ele geçirilen yeni 
psikoaktif madde miktarlarında da 2014 yılında 
toplam ele geçirme vaka sayısının %60’ından faz-
lasını ve ele geçirilen miktarın neredeyse %35’ini 
sentetik kannabinoidler oluşturmuştur (6). 

Amerika Madde Bağımlılığı ve Akıl Sağlığı Hizmet-
leri İdaresi (Substance Abuse and Mental Health 
Services Administration, SAMHSA), 2010 yılında 
11.406 olan sentetik kannabinoidlerle ilişkilendiri-
len acil servis başvurularının 2011 yılında 28.531’e 
yükselerek yaklaşık olarak 3 kat arttığını bildir-
mektedir (7). Benzer şekilde Amerika’daki zehir 
kontrol merkezlerine gelen sentetik kannabinoid 
kullanımına bağlı çağrılar 2015 (3572 çağrı) yılın-
da 2014 (1085 çağrı) yılına göre (%229) oranında 
artmıştır (8). 

Sentetik kannabinoid arzı ve kullanımındaki 
dramatik artış göz önünde bulundurulduğunda, 
bu maddelerin gerek bitki karışımlarında ge-
rekse biyolojik örneklerde tespiti için güvenilir 
analitik metotlara ihtiyaç vardır. Bitkisel mater-
yallerdeki SK’lerin analizi için gaz kromatogra-
fisi/kütle spektrometresi (GC/MS), sıvı kroma-
tografisi ardışık kütle spektrometresi (LC-MS/

MS), sıvı kromatografisi yüksek çözünürlük-
lü kütle spektrometresi (LC-HR/MS)  nükleer 
manyetik rezonans spektroskopisi (NMR) ve 
infrared spektroskopisi (FT-IR)  gibi yöntemler 
kullanılmaktadır (9-18).  Biyolojik örneklerde 
SK’lerin analizi için ise kan (19-23), saç (24-27), 
tükürükte (28-31) daha çok maddenin kendisi, 
idrarda (32-37) ise metabolitlerinin tayini için 
çalışmalar bildirilmiştir. Biyolojik örneklerde 
SK tayini için genellikle LC-MS/MS tercih edil-
mektedir (19-37). GC/MS tekniği kullanıldığında 
ise -SK’ler genellikle polar fonksiyonel gruplara 
sahip oldukları için- stabilite ve yeterli hassasi-
yet için türevlendirme gerektirir (38,39). Sıvı kro-
matografisi uçuş zamanlı kütle spektrometresi 
(LC-TOF/MS), sıvı kromatografisi-orbitrap-küt-
le spektrometresi (LC-Orbitrap/MS) gibi yüksek 
çözünürlüğe sahip cihazlar ise yapı aydınlatıl-
masında sağladığı avantajlar nedeniyle uyuştu-
rucu madde piyasasında henüz yeni görülmeye 
başlamış ve uluslararası veri tabanlarında yer 
almamış, analitik karakteristikleri bilinmeyen 
SK’lerin tanımlanmasında tercih edilmektedir 
(40-47). Aynı zamanda farmakolojik özellikleri 
bilinmeyen yeni SK’lerin metabolit profillerinin 
belirlenmesi amacıyla yapılan in vitro ve in vivo 
çalışmalarda üstünlük sağlamaktadır (48-54). 
Sürekli değişen yapılarının ve metabolitlerinin 
tanımlanması gerekliliği, üretilen yeni SK’lerin 
eş zamanlı olarak referans standart maddele-
rinin bulunamaması gibi nedenlerle SK’lerin 
analizi adli bilimler laboratuvarları için çeşitli 
zorluklar içerir. Ayrıca SK’ler, içerdikleri fenol, 

GİRİŞ
Yeni psikoaktif maddeler (NPS) içinde en büyük 
hacme sahip olan sentetik kannabinoidler (SK), 
2004 yılından beri ‘‘Spice’’ ve ‘‘K2’’ gibi ticari isim-
ler altında esrara “yasal” bir alternatif olarak pa-
zarlanmaktadır (1). İsviçre, Avusturya ve Almanya 
gibi Avrupa ülkelerinde en azından 2006 yılından 

beri satıldığı bildirilmektedir (2). Esrara benzer 
psikoaktif etkilere sahip olmak üzere, kimyasal 
sentez yöntemleri ile üretilen SK’ler, kurutulmuş 
bitki kırıntıları üzerine spreylenerek hazırlan-
makta ve genellikle internet üzerinden ‘‘tütsü’’, 
‘‘ insanların tüketimi için değildir’’ ve ‘araştırma 
kimyasalı’’ gibi etiketlerle tanıtılarak satılmakta-
dır (3). Aynı bitki materyalinde bir veya birden fazla 
sentetik kannabinoid bulunabilmektedir. Başlan-
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Tablo 1: LC-MS/MS de uygulanan akış program 
(Mobil faz A:2mM Amonyum asetat, % 0,1 formik 
asit (%5metanol içinde) ve mobil faz B:metanol).

Zaman (dk.) A (%) B (%) Akış Hızı (mL/dk)
0 90 10 0,6

0,3 90 10 0,6
3 20 80 0,6
7 5 95 0,6

11,10 90 10 0,6
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indol ve alkol gibi çeşitli fonksiyonel gruplar 
nedeniyle biyolojik örneklerden ekstrakte edi-
lirken genel bir yaklaşım gerekmektedir. Bu ça-
lışmada, kanda 57 adet sentetik kannabinoid ve 
metabolitlerinin kantitatif tayini için LC-MS/MS 
metodu tanımlanmıştır.  

Kan örnekleri otomatik BD-SPE ile hazırlanmış 
ve metot validasyonu yapılmıştır. BD-SPE sistemi, 
ekstraksiyon sürecindeki muhtemel kontaminas-
yon riskini tamamen ortadan kaldırmayı sağla-
maktadır. Sistem, 3mL SPE kartuşu kullanarak, 
şartlandırma, yıkama, kurutma ve elusyon ba-

samaklarını içermektedir. Ancak kan numunesi 
kartuşun üst kısmından değil, alt ucundan aspire 
edilerek yüklenmekte ve daha sonra normal yön-
de sorbent yatağından geçirilerek atığa gönderil-
mektedir. Bu şekilde sorbent yatağından iki kez 
geçirilmiş kan numunesi, sistemin diğer parçaları 
ile herhangi bir temasta bulunmaz.

Bu çalışmada, 57 adet SK ve metabolitlerinin oto-
matik BD-SPE kullanarak hazırlanan kan örnek-
lerinde kantitatif tayini için bir LC-MS/MS metodu 
sunulmuştur. Metot validasyonu uluslararası reh-
berlere göre yapılmıştır (55-58).
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Analit MRM (m/z)* Alıkonma 
Zamanı(dk.) İç Standart

CP 47,497 C8 homolog 331,1 -> 313,1;  259,1 10,2 JWH018-d9

CP 47,497 317,2 -> 299,0;  245,0 9,7 JWH018-d9

WIN 55,212-2 427,1 -> 155,0; 100,1 7,7 JWH018-d9

CP 55,940 375,2 ->357,0;   245,0 8,4 JWH018-d9

5-floro PB 22-3-karboksiindol 250,2 -> 206,0;  118,0 6,4 UR144-4-hidroksipentil-d5

5-floro  AKB48 384,2 -> 135,0;  107,1 9,7 AB PINACA-d9

5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil 400,2 -> 135,1;  107,1 8,3 UR144-4-hidroksipentil-d5

5-floro ADB 378,3 -> 318,2;  233,2 7,8 AB PINACA-d9

AB FUBINACA M2 399,2 ->354,0 ;  253,3 6,0 AB PINACA-d9

AB PINACA-N-5-hidroksipentil 347,2 -> 302,1;  213,0 5,9 AB PINACA-d9

AB-PINACA pentanoikasit 361,2 -> 344,1; 217,0 5,8 AB PINACA-d9

AB CHMINACA 357,3 ->340,2;  312,1 8,0 AB PINACA-d9

AB CHMINACA M1 373,2 -> 328,1; 257,1 6,0 AB PINACA-d9

AB CHMINACA M2 358,2 -> 241,1; 145,0 8,4 AB PINACA-d9

ADB PINACA 345,3 -> 300,2;  214,7 7,8 AB PINACA-d9

ADB-PINACA-N-pentanoikasit 375,2 -> 330,1;  217,0 6,1 AB PINACA-d9

AKB48 N-5-hidroksipentil 382,1 -> 135,1;  93,0 8,6 UR144-4-hidroksipentil-d5

AKB48 N-pentanoikasit 396,1 -> 135,1;   93,0 8,4 UR144-4-hidroksipentil-d5

AM 2201 360,0 -> 155,0; 127,0 7,9 JWH018-d9

AM2201 6-hidroksiindol 376,0 -> 155,0;  127,0 6,9 JWH018-d9

CUMYL 4-CN-BINACA 361,2 -> 243,0;   225,7 6,8 AB PINACA-d9

JWH 122 356,1 -> 169,1;  141,0 9,7 JWH018-d9

JWH 122 N-4-hidroksipentil 372,1 -> 169,0;  141,0 7,4 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 203 342,2 -> 188,0;  127,0 9,2 JWH018-d9

Tablo 2: Her bir analit için MRM geçişleri ve alıkonma zamanları.

*: Miktar analizi için kullanılan iyonlar altı çizili olarak belirtilmiştir.

JWH 203 N-pentanoik asit 370,0 -> 200,0;  125,0 6,7 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 210 370,1 -> 214,1;  183,1 10,0 JWH018-d9

JWH 210 5-hidroksiindol 386,1 -> 183,1;  155,0 7,8 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 210 N-pentanoik asit 400,1 -> 183,0;  155,0 7,9 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-250 336,1 -> 121,0;   91,0 8,5 JWH018-d9

JWH 250 N-4-hidroksipentil 352,1 -> 186,1;  121,1 6,7 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 250 N-pentanoik asit 366,1 -> 121,0;   91,0 6,5 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 398 N-5-hidroksipentil 392,0 -> 189,0;  161,0 7,9 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 398 N-pentanoik asit 406,0 -> 188,9;  160,9 7,7 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-018 342,2 ->  214;   154,9 9,2 JWH018-d9

JWH-018 -N-pentanoik asit 372,2 -> 155,0;  127,1 6,9 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-018-5-hidroksipentil 358,0 -> 155,0;  127,0 7,0 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-019 356,1 -> 155,0;   127,0 9,7 JWH018-d9

JWH-073 328,2 -> 155,0;   127,0 8,6 JWH018-d9

JWH-073-4-hidroksibutil 344,0 -> 155,0;   127,0 6,7 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-081 372,1 -> 214,0;   185,0 9,4 JWH018-d9

JWH 081 4-hidroksinaftil 358,1 -> 214,0;  170,1 8,3 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH 081-5-hidroksipentil 388,1-> 230,0;   185,0 7,2 JWH018-5-hidroksipentil-d5

JWH-200 385,1 -> 155,0;   114,1 6,5 JWH018-d9

JWH-201 336,1 -> 135,0;   121,0 8,5 JWH018-d9

MAM 2201 374,3 -> 169,1; 140,9 8,4 JWH018-d9

MAM 2201- 4-hidroksipentil 390,2 -> 169,0;  141,0 7,1 JWH018-5-hidroksipentil-d5

MAM 2201-N-pentanoik asit 386,2 -> 169,0;  141,0 7,3 JWH018-5-hidroksipentil-d5

PB 22-3-karboksi indol 232,2 -> 132,0;   118,0 7,3 AB PINACA-d9

RCS 4 322,1 -> 135,0;  107,0 8,5 JWH018-d9

RCS 4-N-5-karboksipentil 352,0 -> 135,0;   77,1 6,4 JWH018-5-hidroksipentil-d5

RCS4-N-5-hidroksipentil 338,1 -> 135,0;   77,1 6,7 JWH018-5-hidroksipentil-d5

RCS-8 376,1 -> 121,0;   91,0 9,8 JWH018-d9

UR 144 312,1 -> 214,1;  125,1 9,7 JWH018-d9

UR 144 N-5-hidroksipentil 328,1 -> 125,1;   97,1 7,6 UR144-4-hidroksipentil-d5

UR 144 N-pentanoik asit 342,1 -> 244,0;  125,0 7,5 UR144-4-hidroksipentil-d5

XLR 11 330,1 -> 232,1;    125,1 8,6 JWH018-d9

XLR 11 N-4-hidroksipentil 346,1 -> 248,1;   143,9 7,1 UR144-4-hidroksipentil-d5

AB PINACA-d9 340,3->295,2;  224,2 7,4

JWH018-d9 351,2->155,2;  127,0 9,1

JWH018-5-hidroksi pentil-d5 363,5->155,2;  127,0 7,0

UR144-4-hidroksipentil-d5 333,2->125,1;  97,1 7,6
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MATERYAL VE METOT
Bu çalışma Adli Tıp Kurumu Eğitim ve Bilimsel 
Araştırma Komisyonunun izni ile gerçekleştiril-
miştir (12/12/2017; 21589509/2017/584).

Kimyasallar

Panreac (Barselona, İspanya) marka metanol, 
etilasetat ve ultra distile su, Sigma-Aldrich (Ta-
ufkirchen, Germany) marka asetik asit, formik 
asit ve amonyum asetat kullanılmıştır. Tüm çö-
zücüler HPLC veya LC-MS analizlerine uygun 
saflıktadır. Katı faz ekstraksiyonu için OASIS 
HLB (60mg, 3mL) kartuşlar (Waters, Milford 
Massachusetts, USA) kullanılmıştır. XLR11, XLR 
11 N-4-hidroksipentil, UR144, MAM 2201-4-hid-
roksipentil, 5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil ve 
ADB PINACA referans standartları Chiron (Nor-
way) firmasından diğer sentetik kannabinoidler 
ve iç standartlar (AB PINACA-d9, JWH018-d9, 

JWH018-5-hidroksi pentil-d5, UR144-4-
hidroksipentil-d5) ise Cayman (Ann Arbour, MI, 
USA)  firmasından satın alınmıştır.

Cihazlar

Numuneler Free Style otomatik BD-SPE siste-
mi LCTech (Germany) ile hazırlanmıştır. Analiz-
ler Agilent  1290 UPLC ve Agilent 6460 Jetstre-
am (AJS) Triple Quad (Agilent Technologies, CA, 
USA)’den oluşan LC-MS/MS sistemi ile gerçek-
leştirilmiştir.

Stok Çözeltiler

Her bir referans standart 1,0mg/mL konsantrasyon-
da metanol kullanılarak hazırlanmıştır. Daha sonra 
tüm standartları içeren (1000ng/mL) karışım çözel-
tisi hazırlanmış ve gerekli oranlarda seyreltilerek 
(1-500ng/mL) arasında çalışma çözeltileri yapılmış-
tır. Kör kan örneğine, çalışma çözeltilerinden belir-

Tablo 3: Herbir analit için LOD, LOQ, linearite, matriks etkisi ve geri kazanım oranları. 

Analit LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) Matriks Etkisi (%) Geri Kazanım (%)
CP 47,497 C8 homolog 0,1 0,3 89 58

CP 47,497 0,1 0,3 114 56

WIN 55,212-2 0,1 0,3 102 86

CP 55,940 0,2 0,4 93 58

5-floro PB 22-3-karboksiindol 0,2 0,4 105 115

5-floro  AKB48 0,2 0,4 85 86

5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil 0,2 0,4 92 86

5-floro ADB 0,1 0,3 98 92

AB FUBINACA M2 0,3 0,5 113 115

AB PINACA-N-5-hidroksipentil 0,1 0,3 85 81

AB-PINACA pentanoikasit 0,2 0,5 109 115

AB CHMINACA 0,1 0,3 92 110

AB CHMINACA M1 0,1 0,3 105 84

AB CHMINACA M2 0,3 0,5 93 54

ADB PINACA 0,1 0,3 98 60

ADB-PINACA-N-pentanoikasit 0,1 0,3 97 86

AKB48 N-5-hidroksipentil 0,1 0,3 105 77

AKB48 N-pentanoikasit 0,1 0,3 104 85

AM 2201 0,1 0,3 92 81

AM2201 6-hidroksiindol 0,2 0,4 102 86

CUMYL 4-CN-BINACA 0,07 0,1 92 95

JWH 122 0,1 0,3 85 76

JWH 122 N-4-hidroksipentil 0,1 0,3 97 79

JWH 203 0,1 0,3 85 76

JWH 203 N-pentanoikasit 0,1 0,3 103 93

JWH 210 0,1 0,3 85 91

JWH 210 5-hidroksiindol 0,1 0,3 99 115

JWH 210 N-pentanoikasit 0,1 0,3 106 108

JWH-250 0,1 0,3 95 97

JWH 250 N-4-hidroksipentil 0,1 0,3 95 83

JWH 250 N-pentanoikasit 0,1 0,3 101 94

JWH 398 N-5-hidroksipentil 0,1 0,3 98 89

JWH 398 N-pentanoikasit 0,1 0,3 97 86

JWH-018 0,1 0,3 85 74

JWH-018 -N-pentanoikasit 0,1 0,3 102 86

JWH-018-5-hidroksipentil 0,1 0,3 105 92

JWH-019 0,1 0,3 87 74

JWH-073 0,1 0,3 89 95

JWH-073-4-hidroksibutil 0,1 0,3 102 88

JWH-081 0,1 0,3 85 62

JWH 081 4-hidroksinaftil 0,1 0,3 85 60

JWH 081-5-hidroksipentil 0,1 0,3 87 65

JWH-200 0,1 0,3 104 94

JWH-201 0,1 0,3 95 97

MAM 2201 0,2 0,4 85 90

MAM 2201- 4-hidroksipentil 0,2 0,4 95 83

MAM 2201-N-pentanoikasit 0,1 0,3 99 110

PB 22 3 karboksiindol 0,3 0,5 111 90

RCS 4 0,1 0,3 93 112

RCS 4-N-5-karboksipentil 0,2 0,4 101 108

RCS4-N-5-hidroksipentil 0,1 0,3 102 110

RCS-8 0,1 0,3 94 91

UR 144 0,1 0,3 85 74

UR 144 N-5-hidroksipentil 0,1 0,3 89 85

UR 144 N-pentanoik asit 0,1 0,3 104 109

XLR 11 0,2 0,4 94 78

XLR 11 N-4-hidroksipentil 0,1 0,3 101 89
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lenen miktarlarda eklenerek istenen konsantras-
yonlarda kan örnekleri hazırlanmıştır. Kalite kontrol 
örnekleri ve kalibratörler için standart madde ekle-
me işlemi ekstraksiyon öncesinde yapılmıştır.

Numune Hazırlama 

0,5mL kan örneği üzerine 50 µL iç standart çö-
zeltisi ve 2,0 mL distile su eklenerek titreşimli 
karıştırıcıda karıştırılır ve 5000 rpm de 10 da-
kika santrifüjlenir. İç standart çözeltisi her bir 
iç standart 200ng/mL konsantrasyonunda içer-
mektedir ve metanol içinde hazırlanmıştır. Daha 
sonra üst faz otomatik BD-SPE sistemine ait 
10mL’lik örnek kaplarına konulur.

Kartuşlar sırasıyla 2mL etil asetat, 2mL meta-
nol ve 2mL distile su ile şartlandırılır. Kan örne-

ğinin tamamı kartuşa yüklendikten sonra 2mL 
%5’lik metanol çözeltisi ile 2 kez yıkanır. Kuru-
tulan kartuşlardan sırasıyla 0,5mlx2 metanol 
ve etil asetat ile geçirilerek toplanan eluatlar 
birleştirilir. N2 altında kuruluğa kadar buhar-
laştırılan eluat 0,5 mL metanol/su (%20, v/v) ile 
yeniden çözülerek 10 µL eluat LC-MS/MS’e en-
jekte edilir.

LC-MS/MS

LC-MS/MS sistemi Agilent 1290 UPLC ve Agilent 
6460 Jet Stream (AJS) kütle spektrometresin-
den (Agilent Technologies, CA, USA) oluşmak-
tadır. Kromatografik ayrım 40oC’de Poroshell 
2,7μm (150×4,6mm) analitik kolonu (Agilent, CA) 
kullanılarak gradiyent akış programı uygulana-
rak sağlanmıştır (Tablo 1).  

Analit

Doğruluk 
(Bias) 

PK, ng/mL

Gün-içi Kesinlik 
(%CV)

PK, ng/mL

Günler-arası Kesinlik 
(%CV)

PK, ng/mL
0,5            5 50 0,5            5 50 0,5            5 50

CP 47,497 C8 homolog -9,5 -8,4 7,9 11,1 6,1 5,2 19,2 6,5 5,5

CP 47,497 5,5 13,3 9,8 11,1 7,6 5,6 19,1 7,3 5,8

WIN 55,212-2 -8,9 -5,5 -8,6 6,7 8,7 8,6 5,9 7,8 7,2

CP 55,940 6,3 9,3 8,9 19,6 7,2 6,1 19,3 7,6 6,3

5-floro PB 22-3-karboksiindol 19,7 -1,6 -1,1 14,5 10,1 8,9 13,2 10,2 7,4

5-floro  AKB48 14,7 12,2 9,1 18,3 7,4 4,6 18,1 7,3 4,5

5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil 19,4 7,5 4,2 10,6 5,8 5,5 7,1 8,7 7,4

5-floro ADB 19,2 9,6 5,6 9,8 6,5 5,6 9,6 9,4 6,7

AB FUBINACA M2 18,9 6,8 4,5 19,1 15,5 5,7 17,8 10,4 5,9

AB PINACA-N-5-hidroksipentil -3,6 -2,4 -2,2 9,9 8,8 2,6 12,0 10,4 5,4

AB-PINACA pentanoikasit -17,4 - 2,5 -2,0 14,7 10,8 10,6 19,7 11,0 9,7

AB CHMINACA -18,6 12,1 8,6 17,7 14,5 13,2 19,9 15,9 12,5

AB CHMINACA M1 -5,7 -1,7 -1,5 10,1 5,8 2,8 12,3 6,7 6,0

AB CHMINACA M2 -18,3 -3,9 -1,2 16,4 11,0 9,6 17,9 15,6 15,5

ADB PINACA 14,7 -14,3 -7,7 4,8 2,6 3,8 6,0 4,9 2,9

ADB PINACA-N-pentanoikasit -8,9 -7,6 -5,8 11,6 10,1 7,1 18,5 16,6 8,7

AKB48 N-5-hidroksipentil -18,7 12,8 11,2 12,4 6,1 4,7 12,0 6,0 5,9

AKB48 N-pentanoikasit -17,4 -1,5 -1,1 11,6 6,6 5,2 13,7 8,7 6,3

AM 2201 -16,5 2,1 3,1 13,1 8,5 6,1 11,5 8,6 5,6

Tablo 4: Herbir analit için doğruluk ve gün-içi ile günler-arası kesinlik değerleri.

AM2201 6-hidroksiindol 18,2 7,8 5,6 13,9 8,3 5,9 13,4 10,7 6,5

CUMYL 4-CN- BINACA 10,4 10,5 7,3 3,7 2,3 2,9 8,5 8,5 7,8

JWH 122 -12,5 10,3 9,9 18,2 8,6 4,4 14,8 8,0 6,3

JWH 122 N-4-hidroksipentil 7,9 9,2 8,9 4,8 5,7 4,5 9,6 5,7 5,1

JWH 203 -11,1 8,4 7,6 7,1 7,2 2,6 7,5 6,9 4,8

JWH 203 N-pentanoikasit -19,5 -8,7 -9,0 18,1 14,1 14,7 16,4 14,7 10,1

JWH 210 -8,9 7,3 6,5 19,9 15,1 8,0 16,1 14,1 9,0

JWH 210 5-hidroksiindol 8,3 6,7 7,4 8,7 7,8 6,1 10,6 6,8 6,2

JWH 210 N-pentanoikasit -15,6 -9,2 -9,8 17,1 11,2 10,3 15,4 14,6 12,4

JWH-250 -19,8 -8,9 -9,2 8,3 4,4 3,5 6,4 5,4 3,7

JWH 250 N-4-hidroksipentil -18,7 -7,7 -8,4 8,2 2,3 4,3 7,1 4,9 4,6

JWH 250 N-pentanoik asit -17,9 -11,2 -6,1 18,8 15,3 13,4 16,5 13,9 12,0

JWH 398 N-5-hidroksipentil -11,8 10,2 2,5 11,1 5,5 6,0 10,4 8,5 6,7

JWH 398 N-pentanoik asit -15,3 -10,1 -7,4 14,3 11,1 6,8 12,1 10,8 9,6

JWH-018 -17,9 10,5 9,8 6,5 5,1 4,8 6,5 5,4 4,1

JWH-018 -N-pentanoikasit -19,4 -9,2 -8,4 19,1 12,7 3,7 18,1 12,0 10,6

JWH-018-5-hidroksipentil -17,9 -4,8 -3,8 4,2 3,8 3,8 6,4 5,3 4,0

JWH-019 -11,4 11,7 11,5 16,7 9,2 4,2 15,6 10,6 7,9

JWH-073 -19,1 -10,3 -6,1 4,9 4,5 4,1 6,0 4,9 3,6

JWH-073-4-hidroksibutil -18,9 -14,9 -4,9 5,9 2,8 3,0 7,5 6,1 4,3

JWH-081 -16,4 14,1 10,1 9,4 4,6 4,0 7,7 5,5 5,5

JWH 081 4-hidroksinaftil 8,9 10,5 9,8 17,9 12,9 4,2 19,5 12,0 8,2

JWH 081-5-hidroksipentil -17,9 -9,8 -8,6 16,5 10,8 4,4 18,2 13,5 8,6

JWH-200 -15,9 -14,7 -10,1 18,4 12,2 4,2 19,3 13,4 7,8

JWH-201 -17,5 -9,2 -4,9 8,3 4,4 3,5 6,4 5,4 3,7

MAM 2201 16,7 -11,6 -9,8 14,7 14,3 7,6 15,1 12,3 8,2

MAM 2201- 4-hidroksipentil 16,5 -13,8 -4,7 19,7 13,4 9,1 19,9 15,2 13,4

MAM 2201-N-pentanoikasit 16,3 -10,3 -8,4 4,8 8,6 6,1 7,2 5,8 5,1

PB 22 3 karboksiindol -19,9 -6,4 -4,5 18,7 6,3 7,2 18,8 6,7 7,6

RCS 4 -19,7 -14,8 2,9 6,6 5,1 2,8 6,1 5,1 3,5

RCS 4-N-5-karboksipentil -19,5 -14,1 -10,3 3,9 8,5 5,6 4,0 7,8 7,8

RCS4-N-5-hidroksipentil -17,6 -14,9 -10,5 8,3 3,5 3,1 7,9 7,1 4,8

RCS-8 -14,9 11,5 4,5 12,9 7,8 6,1 15,1 9,1 7,7

UR 144 -16,8 1,6 -0,8 19,8 12,2 7,3 19,9 10,6 8,8

UR 144 N-5-hidroksipentil -19,6 -12,7 -10,1 6,6 11,0 4,1 8,0 7,8 3,9

UR 144 N-pentanoik asit -18,7 -11,7 -9,6 13,7 15,6 6,1 14,3 10,3 5,6

XLR 11 -19,9 -14,7 9,9 13,3 6,3 2,8 11,9 5,5 4,3

XLR 11 N-4-hidroksipentil -19,9 -6,2 -5,3 19,3 9,8 6,5 19,6 17,3 11,7
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Şekil 1: Tüm
 analitleri (5ng/m

L) içeren kan örneği ekstraktına ait M
RM

 krom
atogram

ı.

Cihaz parametreleri; gaz temp:300, gaz akış 
hızı:10mL/min, nebulizer:40psi ve kapiler 
voltaj:2500V olarak seçilmiştir.

Metot Validasyonu

Metot validasyonu linearite, doğruluk, gün-içi 
ve günler-arası kesinlik, seçicilik, geri kazanım, 
LOD (tespit limiti), LOQ (tayin limiti) ve matriks 
etkisi parametreleri ile uluslararası rehberlere 
göre yapılmıştır(62-65).Seçicilik için 6 farklı kör 
kan örneği çalışılmış ve analit ve iç standart alı-
konma zamanlarında girişim yapan herhangibir 
pik görülmemiştir. Linearite 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25, 
50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarında kirletilen 
kör kan örneklerinin her bir konsantrasyonda 3 
bağımsız tekrar analizi ile değerlendirilmiştir. 
LOD ve LOQ değerleri %20 kesinlik değerini sağ-
layan en düşük konsantrasyonda kirletilen kör 
kan örneklerinin (n=10) analizi ile belirlenmiştir. 
Kalite kontrol örnekleri, kör kan örneğinin düşük 
(0,5ng/mL), orta (5ng/mL) ve yüksek (50ng/mL) 
konsantrasyonlarda analit ile kirletilerek hazır-
lanmış, doğruluk ve gün-içi kesinlik parametre-
leri her bir seviyenin 10 tekrar analiz sonuçları 
ile değerlendirilmiştir. Günler-arası kesinlik ise 
5 ardışık günde her bir konsantrasyon seviyesin-
de 3 tekrar analiz yapılarak belirlenmiştir. Doğ-
ruluk ve kesinlik parametreleri sırasıyla %bias 
ve %CV olarak ifade edilmiştir. Numuneler ara-
sında taşınma olup olmadığı kör matriks ile en 
yüksek kalibratör arka arkaya analiz edilerek 
kontrol edilmiştir (n=6). Geri kazanım, matriks 
etkisi düşük, orta ve yüksek konsantrasyonda 
(n=6), Matuszewski ve ark. önerdiği yaklaşımla 
incelenmiştir (58).

BULGULAR
LC-MS/MS metodu her bir analit için 2 fragment 
iyon ile dinamik MRM (multiple- reaction moni-
noting) modunda çalışılmıştır.5ng/mL seviyesin-
de tüm analitleri içeren kan örneği ekstraktına 
ait MRM kromatogramı Şekil 1’de verilmiştir. 
Analitler için alıkonma zamanları Tablo 2’de ve-
rilmiştir. Seçicilik çalışması 6 farklı kaynaktan 
alınan kör kan örnekleriyle yapılmış ve ilgili alı-
konma zamanlarında herhangi bir girişim göz-
lenmemiştir.

Tüm analitler için lineer aralık en az 0,990 ko-
relasyon katsayısı ve (1/x) regresyon modeli 
(x,konsantrasyon) ile 0,5-100ng/mL olarak tes-
pit edilmiştir. Numuneler arasında herhangi bir 
analit için taşınma tespit edilmemiştir. Metodun 
validasyon sonuçları Tablo 3 ve 4’de gösterilmiş-
tir. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla (0,07-0,3ng/
mL) ve (0,1-0,5ng/mL) arasındadır. En düşük 
LOD (0,07ng/mL) ve LOQ (0,1ng/mL) değerle-
ri CUMYL-4CN-BINACA için bulunmuştur. Geri 
kazanım oranları %54- %115 arasında ve orta-
lama %87 olarak hesaplanmıştır. Doğruluk so-
nuçları düşük, orta ve yüksek konsantrasyon se-
viyelerinde sırasıyla (%3,6-19,9), (%1,5-14,9) ve 
(%1,1-11,5) arasındadır. Gün-içi ve günler-arası 
kesinlik düşük seviyede (%3,7-19,9) ile (%4,0-
19,9), orta seviyede (%2,3-15,6) ile (%4,9-16,6) ve 
yüksek seviyede (%2,6-14,7) ile (%2,9-15,5) ara-
sındadır.

TARTIŞMA VE SONUÇ
Yeni psikoaktif maddeler birçok ülkede artmak-
ta ve biyolojik örneklerdeki analizleri hem adli 
hem de klinik laboratuarlar için zorluklar ba-
rındırmaktadır. Yeni psikoaktif maddeler içinde 
önemli bir hacme sahip sentetik kannabinoidle-
rin biyolojik örneklerde analizi için adli ve klinik 
toksikoloji laboratuarlarının hassas ve güvenilir 
metotlara ihtiyacı vardır. İdeal olarak kullanılan 
metotların hassas, güvenilir ve aynı zamanda 
çok sayıda maddeyi hızlı bir şekilde tarayabil-
mesi beklenir. Literatürde SK’lerin tek bir analiz 
ile hassas ve güvenilir bir şekilde taranması ve 
tayinine imkân sağlayan çalışma sayısı sınırlıdır. 
Kan örnekleri kullanılan SK ve metabolitlerinin 
birlikte tayin edilebilmesine imkân sağlar. Böy-
lece ana maddenin bilinmesi ile hangi SK in kul-
lanıldığına karar verilebilir.

SK’lerin toksisiteleri hakkında oldukça sınırlı bil-
gi bulunmaktadır. 5 floro ADB gibi bazı SK’lerin, 
esrar etkin maddesi Δ9-THC’ye (Tetrahidrokan-
nabinol) göre daha potent oldukları (59) ve bu 
nedenle düşük dozlarının dahi toksisiteye neden 
olabileceği düşünülmektedir. SK vakalarında bil-
dirilen kan konsantrasyon düzeylerinin genellik-
le 1ng/mL nin altında (47,60-62) ya da biraz üs-
tünde olması bu bilgiyi desteklemektedir.
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