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0ZET

AMAC: Son yillarda kullanimi hizla artan sentetik kannabinoidle-
rin kan orneklerinde tayini icin hassas ve givenilir bir sivi-kroma-
tografisi ardisik kiitle spektrometrik (LC-MS/MS] metot sunulmasi
amaclanmistir.

YONTEM: Kan 6rnekleri cift-yonli kati faz ekstraksiyonu (BD-
SPE] ile ekstrakte edildikten sonra LC-MS/MS’e enjekte edilmistir.
Toplam olarak 57 adet sentetik kannabinoid ve metabolitleri Poros-
hell 2,7um (150x4.6mm] analitik kolonu ile gradiyent akis programi
uygulanarak kantitatif olarak tayin edilmistir. Metot validasyonu
uluslararasi rehberlere gore yapilmistir.

BULGULAR: Sadece 0,5mL kan &érnegi kullanilarak, tespit
(LOD) ve tayin (LOQ) sinirlari 0,3 ve 0,5ng/mL veya daha diisiik ola-
rak belirlenmistir. Metot 0,5-100ng/mL arasinda en disiik 0,990
belirleme katsayisi ile lineerdir. Geri kazanim oranlari %54- %115
arasinda ve ortalama %87'dir. Matriks etkisi analiz hassasiyetini
negatif olarak etkilememekte, kesinlik ve dogruluk kabul edilebilir
seviyelerdedir.

SONUC: Her bir analitin dislk konsantrasyonlarda olsa bile ta-
yinine imkan saglayan metot adli ve klinik toksikoloji laboratuarla-
rinin rutin uygulamalarinda kullanilabilir.

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 2.7um (150 x 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.

GiRiS

Yeni psikoaktif maddeler (NPS] icinde en buyik
hacme sahip olan sentetik kannabinoidler (SK],
2004 yilindan beri “Spice” ve “"K2" gibi ticari isim-
ler altinda esrara “yasal” bir alternatif olarak pa-

zarlanmaktadir (1). isvicre, Avusturya ve Almanya
gibi Avrupa ulkelerinde en azindan 2006 yilindan
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beri satildigi bildirilmektedir (2). Esrara benzer
psikoaktif etkilere sahip olmak Uzere, kimyasal
sentez yontemleri ile Uretilen SK'ler, kurutulmus
bitki kirintilari Uzerine spreylenerek hazirlan-
makta ve genellikle internet lzerinden “titsi”,
“insanlarin tiketimi icin degildir” ve ‘arastirma
kimyasali” gibi etiketlerle tanitilarak satilmakta-
dir (3). Ayni bitki materyalinde bir veya birden fazla
sentetik kannabinoid bulunabilmektedir. Baslan-
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gicta kullanimi ve imalati icin yasal bir engel ol-
madigindan kotiye kullamimi hizla artmistir. ilk
olarak 2008 yili sonlarinda “Spice” urinlerinde
JWH-018 olarak adlandirilan sentetik kannabino-
id tespit edilmis (4,5) ve 2009 yili baslarindan iti-
baren Avrupa Birligi Ulkelerinde JWH-018 iceren
uriinler yasaklanmaya baslanmistir (2). Ancak o
zamandan beri molekil yapilarinda kicik modi-
fikasyonlar yapilarak ylzlerce sentetik kannabi-
noid piyasaya surulmistir. 2016 UNODC Dinya
Uyusturucu Raporuna gore yeni psikoaktif madde
piyasasi artmaya devam etmektedir. UNODC'ye
ilk kez bildirilen yeni psikoaktif madde sayisi 2014
yilinda 66, 2015 yilinda 75 adettir. 2012-2014 yil-
lari arasinda bu gruptaki en blyik oran sentetik
kannabinoidlere aittir. 2016 Avrupa Uyusturucu
Raporuna gore ise, EMCDDA tarafindan izlenen
yeni psikoaktif madde sayisi 560'in lzerine ¢cikmis
ve yine sentetik kannabinoidler bu grubun icinde
en buylk orana sahip olmustur. Ele gecirilen yeni
psikoaktif madde miktarlarinda da 2014 yilinda
toplam ele gecirme vaka sayisinin %60’indan faz-
lasini ve ele gecirilen miktarin neredeyse %35’ini
sentetik kannabinoidler olusturmustur (6).

Amerika Madde Bagimuligi ve Akil Sagligr Hizmet-
leri idaresi (Substance Abuse and Mental Health
Services Administration, SAMHSA), 2010 yilinda
11.406 olan sentetik kannabinoidlerle iliskilendiri-
len acil servis basvurularinin 2011 yilinda 28.531°e
ylkselerek yaklasik olarak 3 kat arttigini bildir-
mektedir (7). Benzer sekilde Amerika'daki zehir
kontrol merkezlerine gelen sentetik kannabinoid
kullanimina bagli cagrilar 2015 (3572 cagri) yilin-
da 2014 (1085 cagri) yilina gore (%229) oraninda
artmustir (8).

Sentetik kannabinoid arzi ve kullanimindaki
dramatik artis goz onidnde bulunduruldugunda,
bu maddelerin gerek bitki karisimlarinda ge-
rekse biyolojik orneklerde tespiti icin gtvenilir
analitik metotlara ihtiyac vardir. Bitkisel mater-
yallerdeki SK’lerin analizi icin gaz kromatogra-
fisi/kutle spektrometresi (GC/MS), sivi kroma-
tografisi ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/

Tablo 1: LC-MS/MS de uygulanan akis program
(Mobil faz A:2mM Amonyum asetat, % 0,1 formik
asit (%5metanol icinde) ve mobil faz B:metanol].

Zaman (dk.) | A(%) | B (%) | Akis Hizi (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

MS), sivi kromatografisi yiiksek c¢oézinirlik-
lu kitle spektrometresi (LC-HR/MS] nikleer
manyetik rezonans spektroskopisi (NMR] ve
infrared spektroskopisi (FT-IR) gibi yontemler
kullanilmaktadir (9-18). Biyolojik 6rneklerde
SK’'lerin analizi icin ise kan (19-23), sac (24-27),
tiklrikte (28-31) daha cok maddenin kendisi,
idrarda (32-37) ise metabolitlerinin tayini icin
calismalar bildirilmistir. Biyolojik orneklerde
SK tayini icin genellikle LC-MS/MS tercih edil-
mektedir (19-37). GC/MS teknigi kullanildiginda
ise -SK'ler genellikle polar fonksiyonel gruplara
sahip olduklari icin- stabilite ve yeterli hassasi-
yeticin tirevlendirme gerektirir (38,39). Sivi kro-
matografisi ucus zamanl kiitle spektrometresi
(LC-TOF/MS], sivi kromatografisi-orbitrap-kit-
le spektrometresi (LC-Orbitrap/MS]) gibi yiiksek
cozlnirlige sahip cihazlar ise yapi aydinlatil-
masinda sagladigi avantajlar nedeniyle uyustu-
rucu madde piyasasinda heniz yeni gorulmeye
baslamis ve uluslararasi veri tabanlarinda yer
almamis, analitik karakteristikleri bilinmeyen
SK’lerin tanimlanmasinda tercih edilmektedir
(40-47). Ayni zamanda farmakolojik 6zellikleri
bilinmeyen yeni SK'lerin metabolit profillerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan in vitro ve in vivo
calismalarda Ustinlik saglamaktadir (48-54).
Sirekli degisen yapilarinin ve metabolitlerinin
tanimlanmasi gerekliligi, Uretilen yeni SK'lerin
es zamanli olarak referans standart maddele-
rinin bulunamamasi gibi nedenlerle SK'lerin
analizi adli bilimler laboratuvarlari icin cesitli
zorluklar icerir. Ayrica SK'ler, icerdikleri fenol,
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indol ve alkol gibi cesitli fonksiyonel gruplar
nedeniyle biyolojik orneklerden ekstrakte edi-
lirken genel bir yaklasim gerekmektedir. Bu ca-
lismada, kanda 57 adet sentetik kannabinoid ve
metabolitlerinin kantitatif tayini icin LC-MS/MS

metodu tanimlanmistir.

samaklarini icermektedir. Ancak kan numunesi
kartusun ust kismindan degil, alt ucundan aspire
edilerek yiklenmekte ve daha sonra normal yon-
de sorbent yatagindan gecirilerek atiga gonderil-
mektedir. Bu sekilde sorbent yatagindan iki kez
gecirilmis kan numunesi, sistemin diger parcalari

ile herhangi bir temasta bulunmaz.

Kan ornekleri otomatik BD-SPE ile hazirlanmis

ve metot validasyonu yapilmistir. BD-SPE sistemi,
ekstraksiyon stirecindeki muhtemel kontaminas-
yon riskini tamamen ortadan kaldirmayr sagla-
maktadir. Sistem, 3mL SPE kartusu kullanarak,
sartlandirma, yikama, kurutma ve elusyon ba-

Bu calismada, 57 adet SK ve metabolitlerinin oto-
matik BD-SPE kullanarak hazirlanan kan érnek-
lerinde kantitatif tayini icin bir LC-MS/MS metodu
sunulmustur. Metot validasyonu uluslararasi reh-
berlere gore yapilmistir (55-58).

Tablo 2: Her bir analit icin MRM gecisleri ve alikonma zamanlari.
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Analit MRM (m/z)* Z::\I;::(nc:li.] ic Standart
CP 47,497 C8 homolog 331,1->313,1; 259,1 10,2 JWH018-d,
CP 47,497 317,2 -> 299,0; 245,0 9,7 JWHO018-d,
WIN 55,212-2 427,1 -> 155,0; 100,1 7,7 JWHO018-d,
CP 55,940 375,2 ->357,0; 245,0 8,4 JWH018-d,
5-floro PB 22-3-karboksiindol 250,2 -> 206,0; 118,0 6,4 UR144-4-hidroksipentil-d,
5-floro AKB48 384,2 -> 135,0; 107,1 9,7 AB PINACA-d,
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-d,
AB FUBINACA M2 399,2 ->354,0; 253,3 6,0 AB PINACA-d,
AB PINACA-N-5-hidroksipentil 347,2 -> 302,1; 213,0 59 AB PINACA-d,
AB-PINACA pentanoikasit 361,2 -> 344,1; 217,0 58 AB PINACA-d,
AB CHMINACA 357,3 ->340,2; 312,1 8,0 AB PINACA-d,
AB CHMINACA M1 373,2 -> 328,1; 257,1 6,0 AB PINACA-d,
AB CHMINACA M2 358,2 -> 241,1; 145,0 8,4 AB PINACA-d,
ADB PINACA 345,3 -> 300,2; 214,7 7,8 AB PINACA-d,
ADB-PINACA-N-pentanoikasit 375,2 -> 330,1; 217,0 6,1 AB PINACA-d,
AKB48 N-5-hidroksipentil 382,1->135,1; 93,0 8,6 UR144-4-hidroksipentil-d,
AKB48 N-pentanoikasit 396,1->135,1; 93,0 8,4 UR144-4-hidroksipentil-d,
AM 2201 360,0 -> 155,0; 127,0 7,9 JWH018-d,
AM2201 6-hidroksiindol 376,0 -> 155,0; 127,0 6,9 JWHO018-d,
CUMYL 4-CN-BINACA 361,2 -> 243,0; 225,7 6,8 AB PINACA-d,
JWH 122 356,1->169.1; 1410 9,7 JWH018-d,
JWH 122 N-4-hidroksipentil 372,1 ->169,0; 141,0 7,4 JWH018-5-hidroksipentil-d,
JWH 203 342,2 -> 188,0; 127,0 9,2 JWHO018-d,

JWH 203 N-pentanoik asit 370,0 -> 200,0; 125,0 6,7 JWHO‘I8—5—hidroksipentil—d5
JWH 210 370,1 -> 214,1; 183,1 10,0 JWHO018-d,

JWH 210 5-hidroksiindol 386,1-> 183,1; 155,0 7,8 JWH018-5-hidroksipentil-d,
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 JWHO018-d,

JWH 250 N-4-hidroksipentil 352,1->186,1; 1211 6,7 JWHQ18-5-hidroksipentil-d,
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 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
JWH 398 N-pentanoik asit 406,0 -> 188,9; 160,9 7,7 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
JWH-018 342,2 -> 214; 1549 9,2 JWH018-d,
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 JWHO18-5-hidroksipentil-d,
JWH-019 356,1 -> 155,0; 127,0 9,7 JWHO018-d,
JWH-073 328,2 -> 155,0; 127,0 8,6 JWHO018-d,
JWH-073-4-hidroksibutil 344,0 -> 155,0; 127,0 6,7 JWHQ18-5-hidroksipentil-d,
JWH-081 372,1 -> 214,0; 185,0 9,4 JWHO018-d,

JWH 081 4-hidroksinaftil 358,1 -> 214,0; 170,1 8,3 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
JWH 081-5-hidroksipentil 388,1-> 230,0; 185,0 7,2 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
JWH-200 385,1 -> 155,0; 114, 6,5 JWH018-d,
JWH-201 336,1->135,0; 121,0 8,5 JWHO018-d,

MAM 2201 374,3 -> 169,1; 140,9 8,4 JWHO018-d,

MAM 2201- 4-hidroksipentil 390,2 -> 169,0; 141,0 7,1 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
MAM 2201-N-pentanoik asit 386,2 -> 169,0; 141,0 7.3 JWHQ18-5-hidroksipentil-d,
PB 22-3-karboksi indol 232,2 ->132,0; 118,0 7,3 AB PINACA-d,

RCS 4 322,1->135,0; 107,0 8,5 JWHO018-d,

RCS 4-N-5-karboksipentil 352,0->135,0; 77,1 b4 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
RCS4-N-5-hidroksipentil 338,1->135,0; 77,1 6,7 JWHO018-5-hidroksipentil-d,
RCS-8 376,1->121,0; 91,0 9.8 JWHO018-d,

UR 144 312,1 -> 214,1; 125,1 9,7 JWHO018-d,

UR 144 N-5-hidroksipentil 328,1->125,1; 9711 7,6 UR144-4-hidroksipentil-d,
UR 144 N-pentanoik asit 342,1 -> 244,0; 125,0 7,5 UR144-4-hidroksipentil-d,
XLR 11 330,1->232,1; 125,1 8,6 JWH018-d,

XLR 11 N-4-hidroksipentil 346,1 -> 248,1; 143,9 71 UR144-4-hidroksipentil-d,
AB PINACA-d, 340,3->295,2; 224,2 7.4

JWHO018-d, 351,2->155,2; 127,0 9.1

JWHO018-5-hidroksi pentil-d, 363,5->155,2; 127,0 7,0

UR144-4-hidroksipentil-d, 333,2->125,1; 97,1 7,6
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*: Miktar analizi icin kullanilan iyonlar alti cizili olarak belirtilmistir.
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Tablo 3: Herbir analit icin LOD, LOQ, linearite, matriks etkisi ve geri kazanim oranlari.

Analit LOD (ng/mL) | LOQ (ng/mL) | Matriks Etkisi (%) | Geri Kazanim (%)
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
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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 1M1 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

MATERYAL VE METOT

Bu calisma Adli Tip Kurumu Egitim ve Bilimsel
Arastirma Komisyonunun izni ile gerceklestiril-
mistir (12/12/2017; 21589509/2017/584).

Kimyasallar

Panreac (Barselona, ispanya] marka metanol,
etilasetat ve ultra distile su, Sigma-Aldrich (Ta-
ufkirchen, Germany) marka asetik asit, formik
asit ve amonyum asetat kullanilmistir. Tum ¢o-
ziculer HPLC veya LC-MS analizlerine uygun
safliktadir. Kati faz ekstraksiyonu icin OASIS
HLB (60mg, 3mL]) kartuslar (Waters, Milford
Massachusetts, USA] kullanilmistir. XLR11, XLR
11 N-4-hidroksipentil, UR144, MAM 2201-4-hid-
roksipentil, 5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil ve
ADB PINACA referans standartlari Chiron (Nor-
way) firmasindan diger sentetik kannabinoidler
ve ic standartlar (AB PINACA—d9, JWHO18—d9,

JWHO018-5-hidroksi pentil-d,, UR144-4-
hidroksipentil-d,) ise Cayman (Ann Arbour, MI,
USA] firmasindan satin alinmistir.

Cihazlar

Numuneler Free Style otomatik BD-SPE siste-
mi LCTech (Germany) ile hazirlanmistir. Analiz-
ler Agilent 1290 UPLC ve Agilent 6460 Jetstre-
am (AJS] Triple Quad (Agilent Technologies, CA,
USAJ)'den olusan LC-MS/MS sistemi ile gercek-
lestirilmistir.

Stok Cozeltiler

Her bir referans standart 1,0mg/mL konsantrasyon-
da metanol kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra
tim standartlari iceren (1000ng/mL) karisim cézel-
tisi hazirlanmis ve gerekli oranlarda seyreltilerek
(1-500ng/mL) arasinda calisma cézeltileri yapilmis-
tir. Kér kan ornegine, calisma cozeltilerinden belir-
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lenen miktarlarda eklenerek istenen konsantras-  ginin tamami kartusa yiklendikten sonra 2mL AM2201 6-hidroksiindol 18,2 | 7.8 56 | 139 | 83 59 | 134 | 10,7 | 65
yonlarda kan érnekleri hazirlanmistir. Kalite kontrol ~ %5°lik metanol cozeltisi ile 2 kez yikanir. Kuru- CUMYL 4-CN- BINACA 104 | 105 7.3 3,7 2.3 2.9 8,5 8,5 7.8
ornekleri ve kalibratorler icin standart madde ekle-  tulan kartuslardan sirasiyla 0,5mlx2 metanol
. . T : " o JWH 122 -125 1 103 | 9,9 | 182 | 8,6 44 | 148 | 8,0 6,3
me islemi ekstraksiyon oncesinde yapilmistir. ve etil asetat ile gecirilerek toplanan eluatlar
birlestirilir. N2 altinda kuruluga kadar buhar- JWH 122 N-4-hidroksipentil 7,9 9,2 8,9 4,8 5,7 4,5 9,6 5,7 5,1
Numune Hazirlama lastirilan eluat 0,5 mL metanol/su (%20, v/v] ile JWH 203 11,1 8,4 7.6 7.1 7.2 2.6 7.5 6.9 48
veniden coziilerek 10 pL- eluat LC-MS/MS'e en- JWH 203 N ikasi 195 | -87 | -9.0 | 181 | 14,1 | 147 | 164 | 147 | 10,1
0,5mL kan 6rnegi lizerine 50 plL ic standart c6-  jekte edilir. “pentanoikasit ) T : : : ‘ : :
zeltisi ve 2,0 mL distile su eklenerek titresimli JWH 210 -8,9 7,3 6,5 19,9 | 15,1 8,0 16,1 | 14,1 9,0
karistiricida karistiriir ve 5000 rpm de 10 da- LC-MS/MS JWH 210 5-hidroksiindol 8,3 6.7 7.4 8,7 7.8 6.1 10,6 6.8 6,2
kika santrifiijlenir. ic standart cozeltisi her bir T
ic standart 200ng/mL konsantrasyonunda icer-  LC-MS/MS sistemi Agilent 1290 UPLC ve Agilent JWH 210 N-pentanoikasit -156 0 -92 98 | 171 112 | 103 | 154 | 146 | 124
mektedir ve metanol icinde hazirlanmistir. Daha 6460 Jet Stream (AJS) kiitle spektrometresin- JWH-250 -198 1 -89 | -92 | 83 44 | 3,5 6,4 5,4 3,7
sonra Ust faz otomatik BD-SPE sistemine ait den (Agilent Technologies, CA, USA) olusmak- JWH 250 N-4-hidroksipentil 18,7 | 7.7 | -84 8,2 2.3 43 7.1 4.9 4,6
10mLlik 6rnek kaplarina konulur. tadir. Kromatografik ayrim 40°C’de Poroshell ) )
2.7um (150x4,6mm] analitik kolonu (Agilent, CAJ JWH 250 N-pentanoik asit -17,9 | -11,2 | -6,1 | 188 | 153 | 13,4 | 165 | 13,9 | 12,0
Kartuslar sirasiyla 2mL etil asetat, 2mL meta-  kullanilarak gradiyent akis programi uygulana- JWH 398 N-5-hidroksipentil -118 1102 | 25 | 11,1 | 55 | 60 | 104 | 85 | 67
nol ve 2mL distile su ile sartlandirilir. Kan 6rne-  rak saglanmistir (Tablo 1). JWH 398 N-pentanoik asit 153 1 =101 | -7.4 | 143 | 11,1 6,8 121 | 10,8 | 9.6
Tablo 4: Herbir analit icin dogruluk ve giin-ici ile giinler-arasi kesinlik degerleri. JWH-018 17,9 1 105 9.8 6,5 51 48 6.5 54 41
JWH-018 -N-pentanoikasit -19,4 | -9,2 -8,4 | 191 12,7 3,7 18,1 12,0 | 10,6
Dogruluk Giin-ici Kesinlik Giinler-arasi Kesinlik A1aE : . - i i
. (Bias) (%CV) (%CV]) JWH-018-5-hidroksipentil 17,9 4,8 3,8 4,2 3,8 3,8 6,4 5,3 4,0
Analit PK, ng/mL PK, ng/mL PK, ng/mL JWH-019 14| 1,7 | 115 | 167 | 92 | 42 | 156 | 106 | 7.9
0,5 5 50 0,5 5 50 0,5 5 50 JWH-073 -19,1 | -10,3 | -6,1 4,9 4,5 4,1 6,0 4,9 3,6
CP 47,497 C8 homolog -95 | -84 | 7,9 | 11,1 6,1 52 | 192 | 65 55 JWH-073-4-hidroksibutil -18,9 | -14,9 | -49 | 579 2,8 3,0 7,5 6,1 4,3
CP 47,497 55 | 13,3 | 9.8 | 11,1 7,6 56 | 19,1 7,3 5,8 JWH-081 -16,4 | 14,1 | 10,1 9,4 4,6 4,0 7,7 55 5,5
WIN 55,212-2 -89 | -55 | -8,6 | 6,7 8,7 8,6 5,9 7,8 7,2 JWH 081 4-hidroksinaftil 89 | 105 | 98 | 17,9 | 129 | 42 | 195 | 120 | 82
CP 55,940 6,3 9,3 89 | 19,6 | 772 6,1 193 | 7,6 6,3 JWH 081-5-hidroksipentil -179 | -98 | -86 | 165 | 108 | 44 | 182 | 135 | 8,6
5-floro PB 22-3-karboksiindol 197 | -1,6 | -1,1 | 145 | 10,1 89 | 132 | 10,2 | 7.4 JWH-200 -15,9 | -14,7 | -10,1 | 18,4 | 12,2 | 42 | 193 | 134 | 7.8
5-floro AKB48 14,7 | 12,2 | 9,1 18,3 | 7.4 4,6 | 18,1 7,3 4,5 JWH-201 -175 | -92 | -49 | 83 YA 3,5 6,4 5,4 3,7
5-floro AKB48 N-4-hidroksipentil | 19,4 | 7,5 42 | 10,6 | 58 55 7,1 8,7 7,4 MAM 2201 16,7 | -11,6 | -9.8 | 14,7 | 143 | 7,6 | 151 | 123 | 8,2
5-floro ADB 19.2 | 9,6 5,6 9,8 6,5 5,6 9,6 9,4 6,7 MAM 2201- 4-hidroksipentil 16,5 | -13,8 | -4,7 | 19,7 | 13,4 | 91 19,9 | 15,2 | 13,4
AB FUBINACA M2 18,9 | 6,8 45 | 191 | 155 | 57 | 17,8 | 10,4 | 59 MAM 2201-N-pentanoikasit 16,3 | -10,3 | -8,4 | 4,8 8,6 6,1 7,2 58 5,1
AB PINACA-N-5-hidroksipentil | -3,6 | -2,4 | -22 | 9,9 8,8 26 | 120 | 10,4 | 54 PB 22 3 karboksiindol -19.9 | -6,4 | -45 | 187 | 63 72 | 188 | 6,7 7,6
AB-PINACA pentanoikasit -17,4 | -25 | -20 | 147 | 108 | 10,6 | 19,7 | 11,0 | 9,7 RCS 4 -19,7 | 14,8 | 2,9 6,6 5,1 2,8 6,1 5,1 3,5
AB CHMINACA -18,6 | 12,1 86 | 17,7 | 145 | 13,2 | 19,9 | 15,9 | 125 RCS 4-N-5-karboksipentil -19,5 | -14,1 | -10,3 | 3,9 8,5 5,6 4,0 7,8 7,8
AB CHMINACA M1 -57 | -1,7 | -1,5 | 10,1 58 28 | 123 | 6,7 6,0 RCS4-N-5-hidroksipentil -17,6 | -14,9 | -10,5 | 8,3 3,5 3,1 7,9 7,1 4,8
AB CHMINACA M2 -183 | -39 | -1,2 | 164 | 110 | 96 | 17,9 | 15,6 | 155 RCS-8 -149 | 115 | 45 | 129 | 7.8 6,1 15,1 9.1 7,7
ADB PINACA 14,7 | -143 | -7,7 | 4,8 2,6 3,8 6,0 4,9 2,9 UR 144 -168 | 16 | -08 | 198 | 122 | 7,3 | 199 | 10,6 | 88
ADB PINACA-N-pentanoikasit -89 | -7.6 | -5,8 | 11,6 | 10,1 7.1 18,5 | 16,6 | 8,7 UR 144 N-5-hidroksipentil -19,6 | -12,7 | -10,1 | 6,6 | 11,0 | 4,1 8,0 7,8 3,9
AKB48 N-5-hidroksipentil -18,7 | 128 | 11,2 | 124 | 6,1 47 | 12,0 | 6,0 5,9 UR 144 N-pentanoik asit -18,7 | -11,7 | -9,6 | 13,7 | 15,6 | 6,1 14,3 | 10,3 | 5,6
AKB48 N-pentanoikasit -17,4 1 -1,5 -1,1 11,6 6,6 5,2 13,7 8,7 6,3 XLR 11 -19,9 | 14,7 | 9.9 13,3 6,3 2,8 11,9 55 4,3
AM 2201 -16,5 | 2,1 3,1 13,1 8,5 6,1 11,5 8,6 5,6 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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Cihaz parametreleri; gaz temp:300, gaz akis
hizi:10mL/min, nebulizer:40psi  ve kapiler
voltaj:2500V olarak secilmistir.

Metot Validasyonu

Metot validasyonu linearite, dogruluk, gin-ici
ve giinler-arasi kesinlik, secicilik, geri kazanim,
LOD (tespit limiti), LOQ (tayin limiti] ve matriks
etkisi parametreleri ile uluslararasi rehberlere
gore yapilmistir(62-65).Secicilik icin 6 farkli kor
kan ornegi calisilmis ve analit ve ic standart ali-
konma zamanlarinda girisim yapan herhangibir
pik goridlmemistir. Linearite 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25,
50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarinda kirletilen
kor kan orneklerinin her bir konsantrasyonda 3
bagimsiz tekrar analizi ile degerlendirilmistir.
LOD ve LOQ degerleri %20 kesinlik degerini sag-
layan en dusik konsantrasyonda kirletilen kor
kan orneklerinin (n=10) analizi ile belirlenmistir.
Kalite kontrol 6rnekleri, kor kan orneginin diisik
(0,5ng/mL), orta (5ng/mL) ve yiiksek (50ng/mL])
konsantrasyonlarda analit ile kirletilerek hazir-
lanmis, dogruluk ve gun-ici kesinlik parametre-
leri her bir seviyenin 10 tekrar analiz sonuclari
ile degerlendirilmistir. Ginler-arasi kesinlik ise
5 ardisik giinde her bir konsantrasyon seviyesin-
de 3 tekrar analiz yapilarak belirlenmistir. Dog-
ruluk ve kesinlik parametreleri sirasiyla %bias
ve %CV olarak ifade edilmistir. Numuneler ara-
sinda tasinma olup olmadigi kor matriks ile en
yiuksek kalibrator arka arkaya analiz edilerek
kontrol edilmistir (n=6). Geri kazanim, matriks
etkisi disik, orta ve yiuksek konsantrasyonda
(n=6], Matuszewski ve ark. onerdigi yaklasimla
incelenmistir (58).

BULGULAR

LC-MS/MS metodu her bir analit icin 2 fragment
iyon ile dinamik MRM (multiple- reaction moni-
noting) modunda calisilmistir.5ng/mL seviyesin-
de tim analitleri iceren kan ornegi ekstraktina
ait MRM kromatogrami Sekil 1'de verilmistir.
Analitler icin alikonma zamanlari Tablo 2'de ve-
rilmistir. Secicilik calismasi 6 farkli kaynaktan
alinan kor kan ornekleriyle yapilmis ve ilgili ali-
konma zamanlarinda herhangi bir girisim goz-
lenmemistir.

Tim analitler icin lineer aralik en az 0,990 ko-
relasyon katsayisi ve (1/x) regresyon modeli
(x,konsantrasyon) ile 0,5-100ng/mL olarak tes-
pit edilmistir. Numuneler arasinda herhangi bir
analit icin tasinma tespit edilmemistir. Metodun
validasyon sonuclari Tablo 3 ve 4'de gosterilmis-
tir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla (0,07-0,3ng/
mL) ve (0,1-0,5ng/mL) arasindadir. En disik
LOD (0,07ng/mL] ve LOQ (0,1ng/mL) degerle-
ri CUMYL-4CN-BINACA icin bulunmustur. Geri
kazanim oranlari %54- %115 arasinda ve orta-
lama %87 olarak hesaplanmistir. Dogruluk so-
nuclari dislk, orta ve yiksek konsantrasyon se-
viyelerinde sirasiyla (%3,6-19,9), (%1,5-14,9) ve
(%1,1-11,5) arasindadir. Glin-ici ve glinler-arasi
kesinlik distik seviyede (%3,7-19,9) ile (%4,0-
19,9), orta seviyede (%2,3-15,6) ile (%4,9-16,6) ve
yiiksek seviyede (%2,6-14,7) ile (%2,9-15,5) ara-
sindadir.

TARTISMA VE SONUC

Yeni psikoaktif maddeler bircok tlkede artmak-
ta ve biyolojik orneklerdeki analizleri hem adli
hem de klinik laboratuarlar icin zorluklar ba-
rindirmaktadir. Yeni psikoaktif maddeler icinde
onemli bir hacme sahip sentetik kannabinoidle-
rin biyolojik orneklerde analizi icin adli ve klinik
toksikoloji laboratuarlarinin hassas ve guvenilir
metotlara ihtiyaci vardir. ideal olarak kullanilan
metotlarin hassas, glvenilir ve ayni zamanda
cok sayida maddeyi hizli bir sekilde tarayabil-
mesi beklenir. Literatiirde SK’lerin tek bir analiz
ile hassas ve glvenilir bir sekilde taranmasi ve
tayinine imkan saglayan calisma sayisi sinirlidir.
Kan ornekleri kullanilan SK ve metabolitlerinin
birlikte tayin edilebilmesine imkan saglar. Boy-
lece ana maddenin bilinmesi ile hangi SK in kul-
lanildigina karar verilebilir.

SK'lerin toksisiteleri hakkinda oldukca sinirli bil-
gi bulunmaktadir. 5 floro ADB gibi bazi SK’lerin,
esrar etkin maddesi A’-THC'ye (Tetrahidrokan-
nabinol) gore daha potent olduklari (59) ve bu
nedenle diislik dozlarinin dahi toksisiteye neden
olabilecegi dusiniulmektedir. SK vakalarinda bil-
dirilen kan konsantrasyon diizeylerinin genellik-
le Tng/mL nin altinda (47,60-62) ya da biraz Us-
tinde olmasi bu bilgiyi desteklemektedir.

110 Adli Tip Dergisi / Journal of Forensic Medicine, Cilt / Vol.:31, Say1 / No:3



Yeter 0. An LC-MS/MS method for determination of synthetic cannabinoids in human blood using bidirectional solid-phase extraction

Burada kan orneklerinde 57 adet SK ve metabo-
litinin taranmasi ve miktar analizi icin bir LC-MS/
MS metodu sunulmaktadir. Metot, kanda SK'lerin
ve metabolitlerinin tek bir enjeksiyonla hizli,
yuksek bir hassasiyetle ve glvenilir bir sekilde
taranmasi ve kantitatif tayinini saglamaktadir.
Kullanilan numune hazirlama yontemi BD-SPE
ile ekstraksiyon sirasinda ornekler arasi olasi bir
capraz kirlenme engellenmis ve kan ornegi SPE
sorbentinden iki kez gecirildigi icin analit geri

kazanim oranlari da artirilmistir. Metot yiksek
geri kazanim oranlari ile tekrarlanabilir ve yeni-
den Uretilebilir sonuclar saglamaktadir. Bu an-
lamda literature katki saglayacagi distiniilmek-
tedir. Her bir analitin disuk konsantarsyonlarda
olsa bile tayinine imkan saglayan metot adli ve
klinik toksikoloji laboratuarlarinin rutin uygula-
malarinda kullanilabilir. Hatta ihtiyaca gore daha
fazla analit ve ic standartlar eklenerek metodun
kapsami genisletilebilir.
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