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Summary

Data on reproducibility, recovery, linearity and precision are given for the quantitative
determination of cannabinoids in urine samples by an homogenous enzyme immunoassay
(EMIT®) as adapted to the Cobas - Bio® centrifugal analyzer. The instrument was operated
aceording to the usual protocol, The differences in absorbance (A4) were used to caleulate the
concentrations of cannabinoids by use of a five - parameter exponential curve model proposed
by Cook and Wellington.

Optimum conditions for the assay were determined with the analyzer by changing the
amount of the antibody - substrate and enzyme - drug used while keeping all other conditions
constant. Increasing the antibody - substrate concentration decreased the sensitivity. If the
concentration was decreased, nearly identical A4 values for the 45.0, 50.0 and 60.0 ng/ml.
standarts were obtained. By increasing the enzyme - drug concentration, the sensitivity of
the assay was increased, while a decrease in the sensitivity was observed, when diluted enzyme -
drug solutions were used.

It is recommended to work with 1:12 diluted antibody -substrate and undiluted
enzyme - drug throughout the assays. The diluted antibody - substrate reagent has to be
prepared just before use.

Analytical recoveries ranged between 62 and 989, (average 79.9%, CV 14.39%), when
11-nor—A3-THC-9-carboxylic acid (THC-COOH) (ranging from 10.0 to 37.5 ng/mL) was
added to urine samples containing 20.0, 30.0 or 50.0 ng/mL of the drug.

The standard curve could be extended from 20.0 to 100.0 ng/mL THC-COOH. Poor
precision was obtained at concentrations higher than 75.0 ng/mL.
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The within - run precision of the adaptation was determined for 14 replicate determina-
tions of three samples. The between - run precision was evaluated during 5 days. The precisions
(CV) ranged from 4.8 to 12.39, for 50.0 and. 75.0 ng/mIL THC—COOH concentrations.

The adaptation provided an inexpensive, quick and relatively effortless method with no
false - positive results, which can be used for screening purposes, though the precision is
somewhat poorer than the manual application. )

Key words : Cannabinoids - Enzyme immunoassay - Cenirifugal analyzer

Ozet

Idrarda cannabinoid tiirevlerinin aranmast igin kullamlan EMIT® Cannabinoid Urine
Assay kitinin tiim deney basamaklar Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gerecine program-
landr. Deneylerde kullamlmasi gereken antikor-substrat ve enzim derigimleri belirlendi.
Standart egrinin tekvarlanabilirligi ve dogrusal oldugu boliim incelendi.

20.0, 30.0 ve 50.0 ng/mI, derigimlerinde 11-nor—A3—~THC-9—karhoksilli asid (THC-
COOHN) igeren idrar 6rneklerine belirli miktarlarda THC-COOH katilarak deneyin gerielde
analizi yapildi. Elde edilen bulgulara dayanarak, duyarhbk alt simarimn 20.0 ng/mL THC-
COOH oldugu, 100 ng/ml’den fazla THC-COOH iceren idrarlarin seyretildikten sonra ye-
niden cahglmas: gerektizi, yanhy pozitif sonug alimmadigt ve deneyin, kisa zaman igerisinde

fazla sayida idrarda tarama (screening) amaciyla kollamlmaya elverigli oldugu sonucuna
varild. :

Esrar kullanimmin yasaklandig: iilkelerde, siipheli kisilerin adi gegen
uyugturucu maddeyi kullanip kullanmadiklarinmn duyarh ve giivenilir bir
yontemle belirlenmesi gerekir. Esrar, cannabis sativa bitkisinden elde edilir.
Bitki, 400’ agkin kimyasal bilesigi igerir. Bunlardan 60 kadar: cannabinoid
tiirevidir (1). Bitkinin baghca psikoaktif bileseni olan A’~tetrahydrocanna-
binol (A>-THC = Al-THC — 1, 3, 4a (10b), 9-hempantetraen-1-ol) (Sekil 1),
solunum yolu ile alindiginda, akcigerlerden emilime ugrar, dolagima gecti-
ginde, plazma ve doku proteinlerine baglanir.

Alman cannabinoid’ler, akcigerde genellikle yan zincir hidroksillenme-
sine, karacigerde ise siklohekzen halkasinda hidroksillenmeye ugrarlar. In-
celenen canlinin tiiriine bagh olarak, A>~THC’nin 35 kadar, cannabidiol ve
cannabinol’iin ise 22 degisik iiriine doniistiijii bilinmektedir (1,3-17).

A°-THC'nin girdigi metabolik yollarm bashcalar: : a) allilik ve alifatik
hidroksillenme, b) metil gruplarmmn aldehid, keton ve asidlere yiikseltgen-
mesi, ¢) yag asidleri ve B-glukuronik asidle kenetlenme, d) ¢ift baglarmn
epoksidasyonudur. Insan organizmasmda, A>-THC'nin karaciger tarafindan
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11-0H-A°-THC, 8,11-dihidroksi-A’~THC, 11-karboksilli iiriinlere ve niteligi
heniiz belirlenmemis bir dizi polar maddeye cevrildigi bilinmektedir. Gerek
A°-THC, gerekse diniisiim firiinleri, biiyiik 6lgiide diskiyla, daha az oranda
idrarla organizmadan atlular (4-9).

* Adli amaglarla bir kiginin esrar kullanip kullanmadigmin kanitlanmasinda
kargilagilan iki sorun vardir: 1 - Siipheli kisilerden kolaylikla elde edilen ma-
teryal idrar oldugu halde, idrarla atilan cannabinoid’lerin az olmas: nedeniyle,
duyarlili: yiiksek analitik yéntemlerin gelistirilmesi ve kullanimi gerekir.

2-Yanhg pozitif degerlendirmeye yol agmayacalk bir yéntem kullamil-
malidir.

§ekil 1. Tetrahydrocannabinol'iin kimyasal yapist. Cannabinoid cekirdegi hempan olarak
adlandirilirsa, TUPAC kurallar uygulandifinda, A°~THC’nin adi 1,3, 4a (10b),
9-hempantetraen—I-ol olur (2).

Biyolojik swilarda (kan, idrar, tiikiiriik), tirnakda ve diglerin arasmdan
alman 6rneklerde A>-THC ve dénitigiim tiriinlerinin aranmasinda bagvurulan
pek ¢ok kimyasal yéntem bulunur. Baglicalar :

1) Elektron yakalayicr detektirli gaz kromatografisi (ECD-GC) (10-14),
2) Alev iyonizasyon detektsrlii gaz kromatografisi (FID-GC) (15, 16),
3) Gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS) (17-20), 4) Likid
kromatografisi (HPLC) (21-24), 5) HPLC-radioimmunoassay (25), 6) Radio-
immunoassay (26-28), 7) Enzim immunoassay (28-30), 8) Fluorometri (31),

9) Dansilleme ve ¢ift isaretleme (32) ile 10) ince tabaka kromatografisidir
(33-35). :

Adi gegen yintemler arasinda, GC, HPLC, MS ve radioimmunoassay
uygulamalari, cannabinoid’lere dzgii, duyarl: ve giivenilirdir. Bununla birlikte,
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6leiime Srnek hazirlamas: uzun siiren, teknik beceri ve deneyim gerektiren
yontemlerdir. Bu nedenle adli mercilere kisa zamanda rapor vermekle yii-
kiimlii, ayrica siipheli kigilerden alinan materyalde cannabinoid’ lerin yamsira
kullanimi yasaklanan veya recete ile samlan tim uyutucu ve uyustulucu
maddeleri arayan liboratuvarlar tarafindan bir tarama (screening) yontenn
olarak kullamlmaya heniiz elverigli degillerdir.

Enzim immunoassay prensibine dayanan EMIT® deneylerinin duyar-
Ik alt s oldukea diisiiktiir. Ayrica hizh, giivenilir ve kolay bir sekilde
idrarda cannabinoid tiirevlerinin belirtimine yararlar. Deney]elde, malat
dehidrogenaz enzimi ile isaretli bir THC-tiirevi (11-nor-A*-THC-9-karboksilli
asid) kullanilir. Enzim igaretli tiirev, kendisine kars: olusturulan antikorlara
baglandiginda, malat dehidrogenaz etkinlifinde bir azalma gorulur Bu
azalma NAD'’nin NADH’ya indirgenme hiziyla olgiiliir.

incelenen idrar érneginde, serbest (endojen) THC-tiirevleri bulundugun-
da, bu molekiillerle tepkime ortamma katilan enzim igaretli THC-tiirevleri
antikora baglanmak i¢in yamsilar. Idrardaki serbest (endojen) THC-tiirev-
leri ne kadar fazla ise, antikora baglanmadan kalan enzim isarvetli THC -
tiirevi de o oranda fazladir. Buna bagl olarak, malat dehidrogenaz etkin-
lifinde kontrollere gore artis izlenir. EMIT® Cannabinoid Urine Assay
deneylerinin, A’-THC, 11—nor—Ag—THC—()—karboksﬂh asid ve 11-hidroksi
A°-THC-9-karboksilli aside duyar oldugu (36); cannabinoid digindaki
herhangi bir kimyasal yapimmn, antikoer ile etkilesim gostermedigi; boylelikle
girigim (enterferans) vermediZi bildirilmektedir.

Deneyin baslica sakincas: yari kantitatif olusudur. Kullanidan sarf mal-
zemesinin fazlalift nedeniyle, birim maliyeti difer yontemlerden yiiksektir.
340 nm dalga boyunda 6l¢iim yapan ve kiivetleri 30°C-sicaklikta tutulan bir
spektrofotometre ile buna bagh bir yazic1 kullanihr. Bu yazicinm istenen za-
man araliklarindaki emilim defisimini kaydetmesi ve standart gozeltilerle
karsilastirmasini yapmas: gerekir. :

Bulgularl sunulan bu qallsma, EMIT® deneylnm yan kant1tat1f sekﬂden
kantitatif sekle doniistiiriillmesi, kullamlan sarf maddelerinin azaltilarak bi-
rim maliyetin diigiiriilmesi ve kisa zamanda fazla sayida idrar orneglmn ca-
llS]labllmem amaciyla yapllch : :

EMIT® uygulamasmin tiim basamaklar: bir santrlfugal anahzleme ge-
- recine programlandi. Kullamlmas: gereken antikor-substrat-enzim oranlar1
belirlendi. Sonuglarmn tekrarlanabilirligi incelendi. '
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MATERYAL VE METOD

Deneylerin yapihsinda F. Hoffinan - La Roche Co. (Basel, fsvigre) tarafindan iiretilen
Cobas Bio® santrifiigal analizér'iin Version 8326 meodeli kullanild, ‘

Ayiraclar

) EMIT® Cannabinoid Urine Assay ve Cannabinoid Calibrators kitleri Syva Co., Palo Alto,
CA 94303, A.B.D. firmasindan sagland Kitlerde A ve B olarak tammmlanan 2 ayirag, tampon
gozelti ve kalibrasyonda kullamlacak standart gozeltiler bulunur.

A aywraci, 0,15 mol/L glisin tamponu iginde (pII 5.0), THC-tiirevine kars: olugturulan
antikorlar1 ve NAD™ *yi icerir. ; :

B ayiracinda ise, 0.01 mol/I, Tris—HCI tamponu iginde (pH 7.4), malat dehidrogenaza
kimyasal olarak kenetli THC-tiirevi yer alr.

Liyofilize gekilde pazarlanan A ve B ayiraglarimn birincisi 6 mL ikincisi 8 ml destile
su ile ¢oziildii.

Bu gozeltiler 4 saat oda sicakhginda tutulduktan sonra deneylerde kullamldi.

Kitlerde bulunan 1.5 mol/L malat—Tris tamponu (pH 8.9) 120 mL destile su ile seyrel-
tildi. )

Cannabinoid Calibrators kitinde, negativ, low ve medium olarak tammlanan ii¢ érnek
bulunmaktadir. Liyofilize gekilde pazarlanan srnekler 3 mL destile su ile ¢oziildii. Boylelikle
idrar igerisinde hazirlanmig 20.0 ng/mlL derigiminde 11-nor—A®~THC-9-karboksilli asid
standartlan elde edildi. Ugtincii srnek kontrol idrart olarak kullanildy. Bu standart ¢ozeltiler
uygun oranda birbiriyle kangtinlarak, 45.0, 50.0 ve 60 ng/mL derigiminde 6rnekler hazirlanda.

Deneylerin Yapahg

Cobas Bio® santrifiigal analizérii Tablo 1’de bildirildigi gekilde programland:. Standart
gozeltiler ve kontrol idrarlari, gerecin tagryier bgliimiindeki plastik tiiplere dagitildi. 30 pléastik
kiiveti igeren rotor halkas: yerine takildi. Istenen oranda tamponla seyreltilen A ayirac
Reagent béliimiine, B ayiraci ise Start Reagent hiliimiine aktarildi. Start diigmesine basilds,

Pipetleme, inkiibasyon, 340 nm dalga boyunda emilimin okunmas: ve elde edilen verilerin
bir formiile gire hesaplanarak yazihgi gereg tarafindan mekanize bir sekilde saglanmaktadsr.

Analiz tipinin 7.3 olarak programlanmas ile (Tablo 1, parametre 8), 20 pL idrar ornegi
iizerine 260 uL. A ayiraci-tampon gézelti ‘karigmminm katilmas: saglad,

Bu ortama 20 pL B ayracimin pipetlenmesinden sonra 10 saniye araliklarla 5 kez 340 nm
dalga boyunda okunarak elde edilen Ad[dak degerleri Cook-Wellington bagintisina gire he-
saplatildi

Bu hesaplamalarda kullamlan denklem, lineer olmayan enzim kinetik modelleri igin
geligtirilmigtir (37). ; .
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Tablo 1. Cobas- Bio® santrifiigal analizleme gereci ile idrarda cannabineid

tiirevlerinin aranmasinda kullamlan program.
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UNITS
CALCULATION FACTOR
_STANDART 1 CONC
STANDART 2 CONC
STANDART 3 CONC
STANDART 4 CONC
STANDART 5 CONC
STANDART 6 CONC
LIMIT

TEMPERATURE (DEG. C)
TYPE OF ANALYSIS
WAVELENGTH (NM)
SAMPLE VOLUME (uL)
DILUENT VOLUME (uL)
REAGENT VOLUME (uL)
INCUBATION TIME (SEC)

START REAGENT VOLUME (uL)

TIME OF FIRST READING (SEC)
TIME INTERVAL (SEC)
NUMBER OF READINGS
BLANKING MODE

PRINTOUT MODE

ng/mL
2667
.0

20
45
S50
60
15

0
37.0
7.3
340
20
20
260
10
20
5.0
10

EMIT® deneylerinde elde edilen emilim degerlerinin diizeltilmesi igin omerilen bu

denklem

R =R, + Kexp {alnC + b (lnC)? - ¢ (InC)*}

geklindedir. Buna gire :

R

C = Kullamlan standart ¢dzeltinin derigimi
R, = 0.0 ng/mL derigimindeki standart gizeltinin emilim deigimi

= Emilim degigim hiz

K, a, b, ¢ = Egrinin dogrusal gekle doniistiiriilmesi igin belirlenen katsayilardur.

35
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BULGULAR VE SONUG

Standart Egri Ciziminde Kullanilacak Antikor-Sdbstrat/Enzim Oranlarinin
Belirlenmesi

. A aytraci 0.4 mol/L malat-Tris tamponu ile 1:2.5,1:12 ve 1: 20 oranla-
rinda seyreltildi. Boylelikle ii¢ ayr1 derisimde antikor-substrat gozeltisi elde
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11—nor—AS—THC-9—karboksilli asid (ng/mL)

Sekil 2, Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gerecinde kullamlacak antikor-substrat - derigi-
minin belirlenmesi.
Antikor cozeltisinin Tris-malat tamponu ile 1:2.5 (A——A), 1:12 (x—%) ve
1:20 (@———@) oranlarnda seyreltilmesiyle ¢izilen standart epgriler. Deney ko-
sullar1 Materyal ve Metod boliimiinde belirtildigi gibidir.
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edildi. Malat dehidrogenaz isaretli THC-tiirevi (B ayiraci) tampon ile seyrel-
tilmeden kullanildi. 0.0-75.0 ng/mL arasinda standart gozeltilerden yarar-

lamlarak deneyler yapilda,

En uygun antikor-substrat derisiminin belirlenmesi amaciyla yapilan bu

calismanin sonuglar: Sekil 2°de sunulmustur.

400

380

360

320 -/A 7

300 ] 1 1

15.0 30.0 45.0

60.0
11-nor-A-THC-9-karboksilli asid (ng/mL)

75.0

Sekil 3. Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gerecinde kullamlacak enzim igaretli THC-tiirevi
derigiminin belirlenmesi.
Enzim isaretli THC-tiirevi (B aywraci) seyreltilmeden (% —%), 1:2.5 (@ —— @),
1:12 (a-—-—a) ve 1:20 (m —— @) oranlarinda Tris-malat tamponu ile seyrel-
tilerek kullamldi. Standart egrilerin ¢iziminde uygulanan yontemler Materyal ve
Metod boliimiinde bildirilmigtir.
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Antikor-substrat oran: yiikseltildiginde (1: 2.5 seyreltme), deney duyar-
hligmin azaldigr goriildii. Ortamdaki enzim igaretli THC-tiirevi diizeyinin
yeterli olmayis1 nedeniyle duyarliligin azaldigi sonucuna varild.

Ote yandan 1:20 oraninda seyreltme ile hazirlanan antikor-substrat
¢ozeltisi kullanildifinda, standart egrinin dogrusallifim kaybettigi goriildii.
Bu sapmaya, substrat eksiklifinin veya antikor baglanma bélgelerinin azh-
gimun yol agtifi sonucuna varildi.

Daha sonra aym deneyler, 0.4 mol/L. malat-Tris tamponu ile 1:12 ora-
ninda seyreltilen antikor-substrat cozeltisi ve.ii¢ ayr oranda seyreltilen
enzim isaretli THC-tiirevi ¢ozeltisi ile tekrarlanda.

Hangi oranda olursa olsun, seyreltilerel kullanilan enzim isaretli THC -
tiirevi gozeltileri deney duyarhlifinda azalmaya neden oldu (Sekil 3). Daha
sonra yapian tiim deneylerde, antikor-substrat ¢ozeltisi tamponla 1 :12
oraninda seyreltilerek, enzim isaretli THC-tiirevi ¢ozeltisi ise tamponla sey-
reltilmeden kullanilda.

Bildirilen kosullarda elde edilen standart egri ile ilgili tiim parametreler
santrifiigal analizoriin bellegine yazdirildi. Bu ¢alismalar sirasinda elde edilen
standart egrilerden biri Sekil 4’te gosterilmistir. Egri ile ilgili katsayilar
kullanarak iki idrar 6rneginde cannabinoid aranmasmna iliskin bulgular
Table 2’de sunulmustur.

Standart Egrinin Tekrarlanabilirligi

Antikor-substrat ¢ozeltisi her ¢alismanin basinda tampon ile 1 :12 ora-
ninda seyreltilerek 6 kez standart efri hazirlandi. Daha sonra tamponla
1:12 oraninda seyreltilen antikor-substrat ¢ozeltisi oda sicakliginda 10, 20 ve
30 dakika bekletildikten sonra aym deneyler tekrarlandi.

Her bir THC-tiirevi derisimi i¢in bekletilen ve bekletilmeden kullamilan
antikor-substrat ¢ozeltisi ile elde edilen degerlerin aritmetik ortalama, standart
sapma (SD) ve varyasyon katsayilar1 (CV) Tablo 3’te birarada sunulmustur.
Bu bulgulara dayanarak, antikor-substrat ¢ozeltisinin her ¢alismadan hemen
énce tamponla seyreltilmesi ve bekletilmeden gahgilmas: gerektigi sonucuna
varild. : '
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Sekil 4, Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gereci ile elde edilen bir standart efri.




40

Table 2. Cobas- Bio® santrifiigal analizleme gereci ile idrarda cannabinoid

aranmasl,
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Table 3. EMIT® yénteminin Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gereci ile uygu-
lanmasimin tekrarlanabilirligi.

Antikor-substrat ¢dzeltisi tampon ile seyreltildikten hemen sonra kullamlds, Deney
kogullar1 Materyal ve Metod béliimiinde bildirildigi gibidir.

.~ 11-nor-A8~THC-9-karboksilli asid (ng/mI)
(=6
0.0 20.0 450 50.0 75.0
Ortalama,
ng/mL 2.8 23.9 403 48.6" 75.0°
SD, ng/mL 1.5 4.3 3.9 4.3 44
cv, % 53.5 18.0 12.7 0.9 5.9

Antikor-substrat gozeltisi tampon ile seyféltildikten ve oda sicakhginda 10 dakike
bekletildikten sonra sonra kullamldi.

Ortalama,

ng/mL 3.02 19.9 44.7 50.9 74.6
SD, ng/mL 2.03 1.09 2.2 1.5 3.3
Cv, 9% 67.2 5.4 4.8 ‘. 3.0 4.5

Antikor-substrat ¢izeltisi tampon il seyreltildikten ve oda sicaklifinda 20 dakika
bekletildikten sonra kullamldy

Ortalama,

ng/mL 4.47 18.9 47.0 52.5 7 75.1
5D, ng/mL 2.3 5.7 5.6 3.4 - 5.6
CvV, % 51.45 29.8 . 22.8 6.1 7.4

Antikor-substrat ¢bzeltisi tampon ile seyreltildikten ve oda sicakhpmda 30 dakika
bekletildikten sonra kullamlds

Ortalama, =~ : - :
ng/ml, 7.22 22.1 516 552 809
..SD,ng/mL. 257, . 42 - 61 .20 33

CV, % 35.5 o190 © 130 - 3.6 4.0

41
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Dogrusallil

Deneyin dogrusallifini belirlemek amacryla 50.0-300.0 ng/mL derigim-
leri arasinda 11-nor-A*-THC-9-karboksilli asid i¢erem idrar drmekleri ha-
zirlandi. Bu amacla cannabineid kalibratérlerinden medium olarak pazarla-
nan érnek 1.0 mL destile suda ¢oziildii ve 300.0 ng/mL derisimli standart elde
edildi. Bu stok gbzeltinin uygun oranda seyreltilmesiyle diger Srnekler hazr-
land. :

Sekil 5’te goriildiigii gibi, 100 ng/mL’den sonra dojrusalbktan sapma
izlendi. Bu verilere dayanarak 75 ng/mL’den yiiksek derigimlerde THC-tiirevi
igerdigi belirlenen idrar drneklerinin, seyreltildikten sonra yeniden galigl-
mas1 gerektigi sonucuna varildi

/
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2 350 -
¥
300 i 1 1 1
75.0 150.0 225.0 300.0

11-nor-A8-THC-9-karboksilli asid (ng/mL)

Sekil 5. 1l-nor—A3—THC-9-karboksilli asid standart egrisinin dogrusallik analizi.
Antikor-substrat ¢ozeltisi tampon ile 1:12 oraminda seyreltilerek, enzim igaretli
THC-tiirevi gdzeltisi seyreltilmeden kullamldi. 340 nm dalga boyundaki Ad/dak
degerleri Cook-Wellington bagmmtisimna gre diizeltildi.
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20.0, 30.0 ve 50.0 ng/mL derisiminde THC-tiirevi igeren idrar srnekleri
iizerine bilinen miktarlarda aym tiirevden eklendi. Tablo 4’te gosterildigi
gibi gerielde yiizdesi ortalama 79.9 olup, bu defer 62 ile 98 arasinda degis-
mektedir.

Tablo 4. Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gereci ile uygulanan EMIT® yonte-
minin gerielde analizi.

Ortamda

¥l-nor—-AB-THC-9—karboksilli asid

Ortama Gerielde Gerielde
. bulunan katilan edilen %
|
[ ng/mL ‘
! 20.0 10.0 6.5 65
\ 20.0 15.0 10.4. 69
20.0 20.7 144 12
20.0 24.8 21.8 87
30.0 15.0 2.3 62
30.0 22.5 19.1 85
30.0 30.2 27.9 93
30.0 37.5 36.7 98 i
50.0 12,5 9.4 75
50.0 16.7 13.0 78
50.0 20.8 17.5 84
50,0 22.7 20.7 91
Ortalama, 9%,  79.9
SD, 9 115
v, o, 14.3

| Bu verilere gore, 20.0 ng/mL ile 30 ng/mL arasinda THC-tiirevi igeren

idrarlarm yanhg negatif olarak degerlendirilmesi miimkiindiir. Ote yandan
yanhs pozitif degerlendirme s6z konusu degildir.
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Orneklerin Giin-igi ve Giinler-arasi Tekrarlanabilirligi

@) 20.0, 50.0 ve 75.0 ng/mL derisiminde 11-nor-A*-THC-9-karboksilli
asid igeren idrar rnekleri aynigiin ardarda 14 kez ¢alisildi. Bu amacla gerecin
ornek tiiplerinden ilk 14’tine aymi standart ¢ozelti dagitildr ve daha &nce
belirtilen program uyguland:.

b) Aym derisimdeki standart gozeltiler birer giin ara ile 5 kez ¢alisilds.
Bu amagcla her deney uygulamisinda gerecin 1. tiipiine 20.0 ng/mlL, 2. tiipiine
50.0 ng/ml ve 3. tiipiine 75.0 ng/mL madde iceren standart ¢ozeltiler dag:-
talda.

20.0 ng/mL derigimindeki standartla gerek ayni giin, gerekse farkh giin-
lerde elde edilen degerlerin standart sapmasi oldukga fazladir (Tablo 5).

Tablo 5. Cobas-Bio® santrifiigal analizleme gereci ile uygulanan EMIT® yénte-
minin giin-igi (within-run) ve giinler-aras: (between-run) tekrarlana-
bilirlik analizi.

Giin-igi tekrarlanabilirlik (n = 14)

11-nor-A3-THC-9-karboksilli asid (ng/mL)

20.0 50.0 75.0
Ortalama,
ng/mL 17.8 48.4 72.05
SD, ng/mL 6.5 4.1 3.5
Ccv, 9% 36.5 8.4 4.8

Giinler-aras1 tekrarlanabilitlik (n = 5)

Ortalama,
ng/mL 17.6 46.4 72.5
8D, ng/mL . 3.3 5.7 4.2
Cv, % 18.6 12.3 5.8

Bu nedenle 20.0-50.0 ng/mL arasmdaki degerlerle karsilagildiginda, aym
idrar 6rneginin ardarda en az 3 kez ¢alisilmas: gerektigi sonucuna varildi

TESEKKUR

Cobas-Bio® sanirifiigal analizleme gerecinin deneylerde kullanilmasini sag-
layan Teka Teknik Cihazlar Sanayi ve Ticaret A.S.’ne tesekkiir ederiz.
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