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Ozet

Amag: Giiniimiizde kotiiye kullanilan yasadist maddeler arasinda
en yaygin kullanilan madde esrardir. Esrarin saptanmasina yonelik
yapilan ¢alismalarda, idrarda ana metaboliti olan THC-COOH’un kat-
faz (SPE) ve swvifaz (LLE) ekstraksiyon teknikleri ile analizi yer
almaktadir. Bu calismanin amaci, sentetik idrar érneklerinde THC-
COOH analizi i¢in GC-MS ile tayini 6ncesinde SPE ve LLE metodlarini
kullanarak ornekleri analize hazirlamak ve bu yontemlerin 6rnek
hazirlamadaki verimleri ve etkinlikleri karsilastirmaktir. Ayni zamanda
bu yontemlerin tekrarlanabilirlik, secimlilik, dogruluk, kesinlik ve
dogrusallik gibi validasyon parametreleri inceleyerek yontem
gecerliligini degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: Ana standart olarak (+)-11-nor-9-carboxy-A*
THC ve i¢ standart olarak (+)-11-nor-9-carboxy-ATHC-D,
kullanilmistir. LLE icin Toxi-tube B, SPE i¢in Clean Screen THC
kartuslar1 kullanilmistir. Tiirevlendirme icin BSTFA+%1 TMCS
kullanilmistir. Analizler Thermo Finnigan Trace Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) cihazi ile yapilmistir. SPE ve LLE
metodlarinin karsilastrilmas: Minitab11 istatistik paket programi ile
yapilmustir.

Bulgular: Calismamizda en diisiik tayin smirt olarak (LOD) 2
ng/L elde edilmistir. Elde edilen sonuglarda geri kazamm degerleri
%90’nin iizerinde ve %RSD degerleri %10'nun altinda bulunmustur. 25-
500 pg/L arasindaki konsantrasyonlarda kantitatif tayin yapilabilmesi
icin gerekli olan dogrusalligin var oldugu tespit edilmistir. Uygulanan
Anderson-Darling testi ile LLE ve SPE sonuclarinin normal bir
dagilima uymadigi goriildiigiinden non-parametrik test olan Wilcoxon
signed-rank testi uygulanmustir.

Sonug: Calismamizda bulunan dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve
geri kazanilabilirlik degerleri, biyoanalitik validasyon Kkriterleri
dogrultusunda kabul edilebilir diizeyde bulunmustur. Elde edilen
istatiksel sonuclara gore, LLE ve SPE metodlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.005). Yapilan calisma ile
analiz oncesinde 6rnek hazirlama basamaginin 6nemi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: TCH_COOH, Sivi-Sivi Ekstraksiyon, Kati
Faz Ekstraksiyon, Idrar, Gaz Kromotgrfi Kiitle Spektrometri.

Abstract

Objective: Marijuana is the most widely used illegal substance in
the world. The target analyte for cannabinoids analysis in urine is THC-
COOH. The most widely used sample preparation methods for THC-
COOH are liquid-liquid extraction (LLE) and solid phase extraction
(SPE). The aim of this work is to compare the extraction methods (LLE
and SPE) for (+)-11-nor-9-carboxy-A"~THC (THC-COOH) for synthetic
urine samples (n=80) prior to Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GC-MS) analysis. In addition, a method validation was
conducted in terms of reproducibility, selectivity, accuracy, precision
and linearity.

Materials and Methods: (+) -11-nor-9-carboxy-A~THC and () -
11-nor-9-carboxy-A*THC-D; (as the internal standard) were used in the
studies. Toxi tube B and Clean Screen THC cartridges were used for
LLE and SPE, respectively. BSTFA with 1% TMCS were used in the
derivatization step. The analysis is performed with Thermo Finnigan
Trace GC-MS. Minitab11 was used in statistical evaluations.

Results: The limit of detection (LOD) was found to be 2 ug/L. All
recovery values were >90% with RSD values <10%. A calibration curve
for the standard stock solutions of 25-500 pg/L was obtained with a
coefficient of variation (R°) of 0.9968 which indicates a good linearity.
The Anderson-Darling test applied indicated that, LLE and SPE results
do not follow a normal distribution, therefore, a non-parametric test,
Wilcoxon signed-rank test was used in statistical evaluations.

Conclusions: The linearity, repeatability and recovery values
obtained in the study were found to be in accordance with bioanalytical
validation criteria. According to the statistical results obtained, a
significant difference between LLE and SPE was found (p <0.005). By
means of this study, the importance of sample preparation steps prior to
analysis has been shown.

Keywords: TCH-COOH, Liquid-Liquid Extraction, Solid Phase
Extraction, Urine, Gas Chromatography Mass Spectrometry.
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hizla artarak énemli bir toplumsal sorun niteligi kazanmistir.
Yogun bir transit bolge konumunda olan iilkemizde de kotiiye
kullanimi olan bu madde trafigi, sosyal, ekonomik, kiiltiirel
bir¢ok faktoriin de katilimi artirmustir. Uyusturucu, uyarici ve
keyif verici maddeler ile miicadele, Avrupa Birligi (AB) nin de
oncelikleri arasindadir (1). Bu miicadele kapsaminda 6nemli
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bir yer tutan madde analizleri, tarama testleri ve dogrulayici
testler olmak iizere iki asamada yapilmaktadir.. Tarama testleri
ekonomik, pratik ve hizhidir. Bu tarama testleriyle yontemin
duyarlik sinirlari icinde aranan maddenin bulunup
bulunmadigi ortaya cikarilir. Ancak bu yontemler “duyarlik” ve
’en diisiik saptanabilecek miktarla” sinirlidir. Tarama
testlerinin ardindan, hedeflenen madde icin mutlaka yeterince
duyarli ve tarama testlerinden daha secici olan dogrulama
testlerine gecilir. Bu dogrulayici yontemlerde ise aranacak
maddenin analize hazirlanmasi ¢cok onemli bir parametredir
.

Bilindigi iizere toksikolojik analizi yapilacak biyolojik
swvilarda; aranan madde disinda farkli bircok bilesenin yer
aldig1 karisik bir matriks yapiya sahip olmasi nedeniyle analiz
oncesi bir 6n ayirma ve temizleme islemine gereksinim vardir.
Dolayisiyla 6rnek hazirlama; yapilacak analizler 6ncesinde
dikkat edilmesi gereken ¢cok 6nemli basamaktir (3).

Klasik toksikolojik analiz yontemlerinde 6rnek hazirlama
birkac basamaktan olusmaktadir. {lk olarak aranan madde
uygun kosullarda organik ¢oziicii ile ekstrakte edilir ve organik
¢oziicii kuruluga kadar ucurulur. Elde edilen bu kalintida,
aranan madde ve metabolitleri disinda baska maddelerin
varligi analizde girisimlere yol acabilmektedir. Bu nedenle;
analizi hedeflenen maddelerin niteligi g6z Oniinde
bulundurularak secilecek bir ekstraksiyon yontemi analitik
yontemin dogrulugu, tekrarlanabilirligi, duyarliligi acisindan
cok onemlidir (4). Karmasik yapili biyolojik materyallerin
analize hazirlanmasinda ise sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) ve kat
faza ekstraksiyon (SPE) en fazla kullanilan yontemler
arasindadir. LLE yonteminde analizi yapilan maddenin bir
organik ¢oziiciiyle ayrilmasi gerekmektedir. Coziiniirliigii
artirmak amaciyla analizi yapilacak maddenin pKa degerine
uygun olarak iyonize olmayacagi pH’da ekstraksiyon isleminin
yapilmasi gerekir. Bu yontemin biiyiik avantaji, ekstraksiyon
semast dogru uygulandigi takdirde, seciciligidir. Bu sekilde
asidik, notral ve bazik maddeler kolaylikla ayrilabilecektir (5).
SPE yontemi ise uzun siiredir bilinmekle birlikte toksikolojik
analizlerde kullanimi son yillarda yayginlasmistir. Bu
yontemde; uygun adsorban tasiyan Kkartuslardan gegirilen
biyolojik sivida bulunan toksik madde, adsorban tarafindan
tutulur, daha sonra uygun ¢oziicii ile kartustan eliie edilir. SPE
yontemi; sulu fazla organik faz arasinda emiilsiyon
olusmamasi, yiiksek verim gostermesi ve elde edilen son
iiriiniin safligi nedenlerinden otiirii tercih edilmektedir. Ancak
yontemin yiliksek maliyetli olusu 6nemli bir kisitlayici
ozelligidir (6).

Idrar numunesinde esrar tayini icin en fazla kullanilan
yontemler arasinda da LLE ve SPE yer almaktadir. Esrar

giiniimiizde kotiiye kullanilan yasadisi maddeler arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Esrarin metabolizmasi incelendiginde
en onemli metabolitlerinin THC-OH ve THC-COOH oldugu
goriilmektedir. THC-OH esrarin aktif metabolitidir ve hizlica
THC-COOH’a doéniisiir, THC-COOH glukuronit konjugati
olarak viicuttan atilir. Bu nedenle THC-OH biyolojik sivilarda
¢ok diistik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. THC-COOH
ise maruziyetten sonra saatler icinde biyolojik sivilarda
saptanabilmektedir. THC-COOH glukuronit konjugat
formunun analiz edilebilmesi icin ekstraksiyon oncesinde
hidrolizislemiyapilmaktadir (7,8).

Idrarda esrar tayini icin literatiirde LLE ve SPE ile yapilan
bircok calisma mevcuttur. Huq ve arkadaslar1 2005 yilinda
THCnin ana metaboliti olan 11-nor-9-THC-A"-karboksilik
asidin (THC-COOH) idrar orneklerinde saflandirilmasi icin
yeni bir kati faza oziitleme metodu gelistirilmis ve polimerik
yapili katyonik Strata-X-C sorbenti kullanmistir. Kati1 faz
kartusuna tutunan metaboliti geri almak icin MS sistemleri ile
uyumluluk gosteren asetonitril kullanilmistir. Hazirlanan
ornekler %1 (TMCS) iceren (BSTFA) reaktifi ile
tiirevlendirilmistir. Gelistirien bu yontemle THC-COOH iyi bir
dogrusallik ve kesinlik ile tayin edilmistir (9). Robandt ve
arkadaslar1 (2009) idrar 6rneklerinde 9-THC tayini yapmak icin
anyon degistirici polimer kullanarak kati faz ekstraksiyonu
yvapmis ve elde ettikleri 6rnekleri LC-MS-MS ile analiz
etmislerdir. Ayni 6rnekler ayrica pentafloropropionik
anhidirit/pentafloropropanol (PFPA/PFPOH) kullanilarak
tiirevlendirilmis ve Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometri (GC-
MS) ile de analiz edilmistir (10). 2011 yilinda Rossi ve calisma
arkadaslart THC, kokain, kodein ve ana metabolitlerini idrar
orneklerinde es zamanli olarak GC-MSile tayin etmek icin yeni
bir metod gelistirilmistir. Analitler bazik ortam kosullarinda
sivi-svi ekstraksiyonu ile ayrildiktan sonra, %1 (TMCS) iceren
(BSTFA) reaktifi ile tiirevlendirilerek GC-MS ile analiz edilmis
ve kromotografik ayirma icin kisa GC kolonu kullanilarak
toplam analizi 6 dakika icinde gerceklestirmislerdir (11).
Bahsedilen tiim calismalarda tayini yapilan tiim maddelerin
belirtme sinir1ve tekrarlanabilirligi oldukca iyi diizeydedir.

Bu ¢alismanin amaci, sentetik idrar 6rneklerinde (n=80)
GC-MS ile THC-COOH'u tayin asamasinda; 6rnek hazirlama
yontemlerinden kati faza ekstraksiyon ve sivi-sivi ekstraksiyon
teknikleri kullanarak analize hazirlamak ve bu yontemlerin
verimleri ve etkinlikleri tartismaktir. Ayni zamanda onerilen
yontemin gecerliligini degerlendirmek amaciyla biyoanalitik
yontem validasyonu yapilmis ve tekrarlanabilirlik, secimlilik,
dogruluk, kesinlik ve dogrusallik gibi validasyon parametreleri
incelenmistir.
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2. Gerecgve Yontem

2.1 Kullanilan Kimyasallar

Ana standart olarak (z)-11-nor-9-carboxy-A’THC
(Cerilliant) ve ic standart olarak (+)-11-nor-9-carboxy-ATHC-
D, (Cerilliant) kullanilmistir. Ultra saf su ihtiyact Millipore
(18.2 M) saf su sisteminden karsilanmistir. LLE icin metilen
Kloriir, heptan ve ¢inko kloriirden olusan Toxi-tube B (Agilent)
ekstraksiyon kartusu kullanilmistir. SPE yontemi icin
hidrofobik ve anyon degistirici 6zellikte olan Clean Screen
THC (UCT) kat1 faz kartusu kullanilmistir. Tiirevlendirme
asamasinda, %1 oraninda trimetilklorosilam (TMCS) iceren
N,O bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) reaktifi
(Sigma) kullanilmistir. GC-MS analizlerinde yiiksek saflikta
(>%99.9) He gazi tasiyici gaz olarak kullanilmustir.

2.2 Cihaz ve Gerecler

Analiz edilen o6rneklerde immunokimyasal yontemler
kullanilarak, THC-COOH varlig1 6n tarama testleri ile tayin
edilmistir. Bu asamada, Homogeneous Enzyme Immunoassay
Yontemi (DRI ETHYL ALCOHOL-Application On HITACHI
902™ SYSTEM) kullanilmustir. Kapiler kolonlu (Silika dolgulu;
15 m uzunlugunda, 0.25 um film kalinlig1 ve 0.25 mm i¢ ¢capinda
olan), uygun bir enjektorii (otomatik besleme sistemi ve bir
akis spit/splitless enjektorlii) ve MS dedektorii olan Thermo
Finnigan Trace Gaz Kromatografisi-Kiitle spektrometrisi (GC-
MS) cihaz ile yapilmustir. GC-MS analiz parametreleri su
sekildedir: Firin sicaklik programi: 150°C (1 dak), sonra 30
°C/dk ile 270 °C cikar ve bu sicaklikta 5 dakika bekleme
seklindedir. Tasiyic1 gaz ve akis: Helyum, 1 mL/min,
Enjeksiyon blogu Sicakligi: 260 °C, Dedektor sicakligi: 230 °C,
Enjeksiyon hacmi:1 uL, splitless. Ornek degerlendirme
asamasinda A THC-COOH’un varhgi 371, 473 ve 488 m/z
oranlari ile tayin edilmis ve kantitasyon i¢cin 371 m/z iyonu baz
alinmustir.

2.3 Hidroliz

THC-COOH analitinin metabolizmada glukuronid
proteinleri ile olan baglarinin parcalanmasi ve GC-MS
sonuglarina etkisinin giderilmesi amaciyla analiz islemi 6ncesi
hidroliz islemi gerceklestirilir. Hidroliz islemi asidik, bazik
veya enzimatik olmak iizere ii¢c sekilde yapilabilir [12,13].
Calismamizda asidik ve bazik hidroliz islemi yapilmis ve
sonuglari karsilastirilmustir.

Asidik hidroliz i¢in hazirlanan numunelerin/standardlarin
herbirine 0.5 mL derisik HCl eklenir. Sonrasinda 1 dakika
boyunca vortekslenir ve 75.0°C de 30.0 dakika boyunca isitilir.
Hazirlanan numuneler oda sicakhigina kadar sogutulduktan
sonra 1.0 mL, 7.0 N NH,OH eklenir ve 1 dakika boyunca
vortekslenir. Ardindan, H,PO, kullanilarak pH 6.0’ya ayarlanir.

Bazik hidroliz islemi i¢in ise; hazirlanan
numunelerin/standardlarin herbirine 1.0 mL, 1.0 M KOH

eklenir, sonrasinda vortekslenir ve 75.0°C’de 30.0 dakika
boyunca 1sitilir. Hazirlanan c¢ozeltiler oda sicakligina kadar
sogutularak analiz edilir.

2.4 Ekstraksiyon

2.4.1 Sivi-Sivi Ekstraksiyon (LLE)

Sivi-sivi ekstraksiyon icin 4.875 mL sentetik idrar 6rnegine
farkli miktarlarda THCCOOH eklenir vel25 pL, 25 pg/L i¢
standart eklenerek Toxi tiip B kartusuna alinir. Bu kartus 2-5
dakika boyunca elde calkalanir. Ardindan 2500 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiijlenir. Ustte kalan organik kisimdan 1.0 mL
alinarak tiiplere konulur ve azot atmosferi altinda 40.0°C’de
kuruluga kadar ucurulur. Ornegi GC/MS’de analize
hazirlamak icin tiirevlendirici ajan olan 100 uL %1 (TMCS)
iceren (BSTFA) konularak 60.0°C’de 20 dakika boyunca
beklenir. Ornekler oda sicagma kadar sogutulur ve 50 pL etil
asetat eklenir. Viallere alinan 6rnek GC/MSile analiz edilir.

2.4.2 Kat1 Faza Ekstraksiyon (SPE)

Kati faza ekstraksiyon i¢in 3.900 mL sentetik idrar 6rnegi
farkli miktarlarda THCCOOH eklenir ve 100 uL, 25 ng/L i¢
standart eklenerek deney tiipiine alinir. Bu karigima 1.0 mL 1.0
M KOH eklenerek hidroliz basamagi gerceklestirilir. Ardindan
ornek vortekslenip 15 dakika 45.0°C de sitililir. Orneklere
700.0 ul glasiyel asetik asit eklenerek pH degerleri 3.0-3.5
araligina ayarlanir. Kati faz kartusunu sartlandirmak icin
sirasiyla 3.0 mL metanol, 3.0 mL saf su, 0.1 M 1.0 mL HCl
eklenir. Ardindan hidroliz islemi gerceklestirilmis olan idrar
orneklerinden 2.0 mL alinarak kati faz kartusuna yiiklenir.
Ornek yiiklemesinden sonra sirasiyla 2.0 mL saf su, 2 mL
asetonitril-HCl (30:70), 200 pl hekzan maddeleri kartus
temizlenir. Eliisyon islemi icin ¢6zgen olarak 3.0 mL etilasetat-
hekzan (50:50) karigimi kullanilir. Eliie edilmis 6rneklerden
1.0’er mL alinarak azot atmosferi altinda 40 °C’de kuruluga
kadar ucurulur. 100 uL. %1 (TMCS) iceren (BSTFA) ile
tiirevlendirilerek, 60 °C’de 20 dakika boyunca beklenilir.
Orneklere 50 pL etil asetat eklenir ve viallere alinan rnegin 1
uL’si GC-MSile analiz edilir.

3. Bulgular

3.1 Kalibrasyon

(+)-11-nor-9-carboxy-ATHC iizerine, 25 pug/L (+)-11-nor-9-
carboxy-A>THC -D, i¢ standart eklenerek, 50, 100, 250,500
ng/L olacak sekilde 3 farkl: derisimde A“THC-COOH cozeltisi
hekzan:etil asetat (50:50) karisimi icerisinde hazirlamis ve %1
(TMCS) iceren (BSTFA) kullanilarak tiirevlendirme islemi
yapildiktan sonra GC/MS cihazina enjekte edilmistir. Elde
edilen kromatogramlardan yola cikilarak elde edilen alikonma
siireleri (R), standart/internal standart (S/IS) oranive derisim
verileri yardimiyla kalibrasyon egrisi elde edilmis ve bu analizi
edilen 6rneklerdeki A>THC-COOH miktar1 bu kalibrasyon
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egrisi yardimiyla hesaplanmustir.

3.2 Yontem Validasyonu

Yontemin gecerliligini degerlendirmek amaciyla
biyoanalitik yontem validasyonu yapilmis ve tekrarlanabilirlik,
secimlilik, dogruluk, kesinlik ve dogrusallik gibi validasyon
parametreleriincelenmistir.

3.2.1 Tekrarlanabilirlik

3.2.1.1 Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

Ayni laboratuvarda, ayni kisi tarafindan, ayni donanim
kullanilarak, 6zdes deney numunesi iizerinde, kisa zaman
araligi icinde, ayni cihaz kullanilarak elde edilen 7 enjeksiyona
ait alikonma siireleri (R) ve pik alanlari1 Tablo 1’de
bulunmaktadir.

Tablo 1. A“THC-COOH enjeksiyonuna ait tekrarlanabilirlik verileri.

3.2.1.2 Ekstraksiyon Tekrarlanabilirligi ve Geri
Kazanim

Ayni laboratuvarda, aynmi Kkisi tarafindan, ayni donanim
kullanilarak, 6zdes deney numunesi iizerinde, kisa zaman
araligiicinde ayni ektrasyon metodu kullanilarak elde edilen ve
aym cihaz ile analiz edilmis A**THC-COOH’ye ait veriler Tablo
2’de bulunmaktadir. Bulunan degerler i¢ standart (25 nug/L)
sonuclari kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.2 Secimlilik

Ornek matriksinde bulunan bilesenlerin yaninda A~THC-
COOH analitinin dogru ve 6zgiin belirlenebilmesi, analitik
yontemin secimliligini belirler. Elde edilen kromatogramlar
dogrultusunda 6nerilen yontem ile secimli ve secici sekilde
analiz yapilabildigi gozlenmistir (Sekil 1ve Sekil 2).

Matriks Hekean: Fril Asetat (50:50)
daiis ALTHECOOH Tablo 2. A~“THC-COOH ektraksiyonuna ait tekrarlanabilirlik verileri.
Deriyim LM jigel LE.}{*::; u::;nm ::2:::-
Zuman Stamart (25 pgdLy | a5 gealy | (10D ppdly
Olglim Sayis Arahig % Gerl K
“-“‘} Al " 1. Pamalet Ekstraksiyan JUKEAD IS oA
1. Oletm 210 I6ERI 619 . Paraled Elesiraksiyon 4G 47 10273
3 (gt 210 KPR ] H.14 3. Paruled Eksrabaivon .76 (L] Bl
- - i Criakamn S 4 151 0 s
- Slgm e e iz 510 552 .40 ANy
4, Olgtim = i ol Ekst. Trkrarlanabilirligi (% RSD) s i fill
5. (lgilm 2-10 332777 6.19
6. Olgtim EN [ IREDY 61y 3.2.4 Dogrusallik
7. Oltim 2-10 297822 614 Standart/internal standart (S/IS) alanlarina bakilarak elde
et 3601346 hol4 edilen ortalama degerlere karsi derisim icin elde edilen
S1d. Sapma (SD) 12324 (00 kalibrasyon egrisi Sekil 3’de goriilmektedir. Elde edilen veriler
— & 0.0 1s18inda, 25 pg/L ile 500 pug/L arasindaki konsantrasyonlarda
dogrusallik da arastirilmis bu konsantrasyonlar arasinda
kantitatif tayin yapilabilmesi icin gerekli olan dogrusalligin var
oldugu tespit edilmistir (y=0.2026x+1.8245, R*=0.9968).
000 - 10.02
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Sekil 1. Kor sentetik idrar rnegine ait kromatogram.
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Sekil 2: 25 ug L'olacak sekilde A~THC-COOH standardi katilmis sentetik idrar rnegine ait kromatogram.
120 Koér Sinyal Giiriiltii Yiiksekligi (B,), en diisiik derisimdeki
o . standardin sinyal yiiksekligi (Std,), Standardin derisimi
(Std.)). Buna goére belirtme alt sinir1 5 pg/L olarak
&
hesaplanmustir.
-q? [EN i . | Gt 1405
47 Ve 1.9558 3.3. SPE ve LLE Metodlarinin Karsilastirilmast
. - SPE ve LLE metotlarinin karsilastirilmasi Minitab11
- £ istatistik paket programi ile yapilmistir. Calismada, ekim
. . wor - . - yapilan seksen adet sentetik idrar 6rnegine iki farkh metod ile
paL? ekstraksiyon islemi (LLE ve SPE) uygulanmustir. Orneklemler

Sekil 3. A“THC-COOH kalibrasyon egrisi.

3.2.5 Tayin Alt Sinir1 (LOD)

Yontemin belirtme alt siniri, kore ait sinyallerin
yiiksekliklerinin 3 katinin, ekim yapilmis en kiiciik derisim
olan 25 pg/L 6rnegin sinyalinin yiiksekligi ile karsilastirilmig

1

V€ ;i = ﬁ formiilii kullanilarak hesaplanmustir (Kor
Saa,

Sinyal Giiriiltii Yiiksekligi (2-3 dk aralik) (B,), en diisiik
derisimdeki standardin sinyal yiiksekligi (Std,), Standardin
derisimi (Std.)). Buna gore belirtme alt sinir1 2 pug/L olarak
hesaplanmistir. Buna ek olarak, A9-THC icin elde edilen
kromatogramlarda sinyal/giiriiltii (S/N) orani 60 olarak
hesaplanmustir.

3.2.6 Saptama Alt Stnir1 (LOQ)

Yontemin saptama alt siniri, kore ait sinyallerin
yiiksekliklerinin 10 katinin, ekim yapilmis en kiiciik derisim
olan 25 pg/L 6rnegin sinyalinin yiiksekligi ile karsilastirilmis
e 4100 4,

Al

¢ L= formiilii kullanilarak hesaplanmistir

bagimli oldugu i¢in iki yontemi karsilastirmak icin Paired-
Samples t-test uygulanmasi planlanmistir. Fakat bu testi
uygulanabilmesi icin 6rneklemlerin secildigi kitlenin normal
dagilmasi gerekmektedir. Bu nedenle SPE ve LLE verilerinin
tanimlayici istatistikleri incelenmis ve verilerin normal dagilip
dagilmadigini anlamak icin Anderson-Darling Normallik testi
uygulanmustir. Anderson-Darling testinin sonucunda verilerin
normal dagilmadig1 gozlenmistir. Kitlenin dagilim: normallik
kosulunu saglamadigi i¢in iki yontemin karsilastirilmasimda
Paired-Samples t-test yerine bu testin non-parametrik karsiligi
olan Wilcoxon signed-rank testi uygulanmasina karar
verilmistir. Wilcoxon signed-rank testi kitleden cekilen
birbirine bagimli iki érneklemin ayni dagilim gosterip
gostermedigini belirlemek icin kullanilan parametrik olmayan
testtir. Bu test ile bagimli iki 6rneklem medyani karsilastirlir.
Bu calismada hipotezler Hg: .=z Ve H: > 0larak
belirlenmistir. Wilcoxon signed-rank test sonuclarina gore sifir
hipotezi (H,) red edilmis (p value<0.005), LLE yonteminin
medyaninin, SPE yonteminden daha biiyiik oldugu
belirlenmistir. Ayni zamanda, LLE ve SPE yontemleri arasinda
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=0.05 onem diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonuc¢

Bu calismada, sivi-sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon
olmak tizere iki farkli metod ile calisilmis ve hazirlanan
ekstraktlar %1 (TMCS) iceren (BSTFA) ile tiirevlendirilmistir.
Olgiimlerin tamami GC/MS’de SIM modu kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Yontem gecerliligin ispat etmek icin tekrarlanabilirlik,
secimlilik, dogruluk, kesinlik ve dogrusallik gibi validasyon
parametreleri incelenmis ve biyoanalitik yontem validasyonu
tamamlanmistir. Validasyon calismalarinda, kalibrasyon
grafiklerinin ti¢ veya daha fazla konsantrasyonda ikiser tekrarl
veya bes ya da daha fazla konsantrasyonda bir tekrarl olarak
hazirlanmasi ve bu grafiklerden elde edilen korelasyon
Kkatsayilarmin (R?), 0.99’dan biiyiik olmasi istenmektedir (14).
Denemelerimizde, bu amagcla 5 fakli konsantrasyonda ii¢
tekrarli olarak hem hazirlanan kalibrasyon grafiklerine ait
denklemler ve korelasyon katsayilari, 0.99’dan biiyiik
cikmustir. Boylece yontemin kesinligi yani ayni Kisi tarafindan
ayni sartlarda kisa zaman zarfinda sabit bir 6rnegin belli bir
yontem kullanilarak yapilan tekrarlanabilirligi, analitik yontem
validasyonu icin belirlenen kriterler dahilindedir. Ayni
zamanda yontem validasyonunda onerilen %RSD sinir
degerleri diisiik derisimler icin + % 20, orta ve yiliksek
derisimler icin ise 9 % 15 olarak bildirilmistir [15,16].
Calismamizda gerceklestirilen tiim asamalarda %RSD degeri
%10'nun altinda bulunmustur. Yéntemin secimliligi; A>THC-
COOH’nin varliginin 6rnekte girisim yapabilen diger
bilesenlerden farkli olarak olciilebilmesi ile belirlenmistir.
Secimlilik icin kér kromatogrami ile A>THC-COOH standart
cozeltilerinin piklerinin elde edildigi kromatogramlar
kiyaslanmis ve A-THC-COOH pikinin geldigi alikonma
zamaninda c¢o6ziiciiden kaynaklanan bir girisim olmadigi
gozlenmistir. Aym sekilde idrar oziitlerinden elde edilen A’
THC-COOH kromatograminda, idrarin kendisinden ve
ekstraksiyon islemlerinden gelen herhangi bir pik girisimi
olmadigi da 6rneklerle ayni sekilde ekstrakte edilmis kor idrar
kromatogrami ile kiyaslanarak anlasilmistir (Sekil 1 ve 2).
Dogruluk igin kabul edilebilir kriter, nominal degerden + %
15’den fazla sapmanin olmamasidir [15,16]. Calismamizda elde
edilen geri kazanim degerlerinin % 90’nin iizerinde
bulunmasiyla yontemin dogrulugu ispatlanmistir.
Calismamizda en diisiik tayin sinir1 olarak (LOD) ve saptama
alt sinir1 (LOQ) sirastyla 2 ug/Lve 5 pg/Lolarak bulunmustur.
25 pg/L ile 500 pg/L arasindaki konsantrasyonlarda
dogrusallik da arastirilmis bu konsantrasyonlar arasinda
kantitatif tayin yapilabilmesi icin gerekli olan dogrusalligin var

oldugu tespit edilmistir (Sekil 3). Sonuclar, yontemin genis bir
aralikta dogrusal cevap verdigini ortaya koymaktadir. Bu
calismada bulunan dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve geri
kazanilabilirlik degerleri, biyoanalitik validasyon Kkriterleri
dogrultusundakabul edilebilir diizeydedir.

Idrar 6rnekleri icin GC/MS ve immunoassay yéntemleri
kullanilarak elde edilen analiz sonuclari karsilastirilmistir. Elde
ediler veriler 1s18inda bazik hizdrolizin, asik hidrolize gore
daha iyi sonuclar verdigi gozlemlenmistir (Tablo 3) Ayni
zamanda, bazik hidrolizin asidik hidrolize gore daha kisa bir
siirede gerceklestirilmesi 6zellikle rutin analiz gerceklestiren
laboratuvarlarda énemli bir avantajdir. A“THC-COOH asidik
karakter gostermesinden otiirii kullanilan Toxi tube B sivi faz
kartusu ile analitin ¢oziiniirliigii artirlarak maddenin pKa
degerine uygun olarak iyonize olmayacagi pH’da ekstraksiyon
isleminin gerceklestirilmesi saglanmistir. SPE ve LLE
metotlarinin karsilastirilmas: Minitab11 istatistik paket
programi ile yapilmis ve elde edilen veriler 1siginda LLE
yonteminin medyaninin, SPE yonteminden daha biiyiik oldugu
belirlenmis (p value<0.005), LLE ve SPE yontemleri arasinda
=0.05 onem diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulunmustur. SPE yonteminde solvent tiiketimi az ve
yontemin Kesinligi daha yiiksek olmasina ragmen; az miktarda
numune gerektiren, ekstraksiyon basamaklar1 kolay ve kisa
siireli olan, kantitatif calismalarda tekrarlanabilirligin yiiksek
oldugu sivi-stvi ekstraksiyon islemi de rutin analiz yapan ve
ornek sayisi fazla olan laboratuvarlar i¢in daha uygundur. Ayni
zamanda SPE amaci ile kullanilan kartuslarin maliyetinin cok
yiiksek olmasi sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin de tercih
edilmesine neden olabilmektedir.

Tablo 3. A“THC-COOH igin asidik ve bazik hidroliz sonuglarinin
karsilastirilmasi (n=3).

: oo | ANTHCACOOH AVTHC-COOH % Geri
Hidroliz Seld) (Ekim) (Bahualan) Fagnmm
- 25 pg/LL 173 +12 9.0 « 4.8
gk 100 et/ L. AT4 £ 1.2 474 +12
4 25 ug/L. 244 £ 1.4 076 5.7
Tl 100 pg/L 995 + 24 905 + 28

iimiizde gelisen endiistriyel yenilikler dogrultusunda SPE
yonteminin popiilaritesi arttirmistir. Ancak {ilkemizde bu
kartuslarin {iretiminin olmamasi, yliksek maliyetli olmasi
analiti ayirmak i¢cin uygun c¢ozgenin secilmesi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Calismamizda elde edilen
veriler adli toksikolojik laboratuvarlara sunulan SPE
sistemlerine alternatif, diisiik maliyetli, hizli, etkin LLE
yonteminin istatiksel olarak SPE yonteminden basarili
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oldugunu géstermistir. Bu calisma ile LLE sistemlerinin de bu
sekilde kullanima hazir kartuslar olarak iiretilmesi konusunda
calismalara oncelik verilmesi gerekliligi ortaya konulmustur.
Ayrica yapilan calisma ile toksikolojik analizlerde 6rnek
hazirlama basamaginin 6nemi gosterilmistir.

Tesekkiir

Proje ekibi, Tiibitak 2209 Universite Ogrencileri Yurt Ici/Yurt Dist
Arastirma Projeleri Destekleme Programi destegiyle yapilan bu

calismada Tiibitak’a verdigi destekten otiirii tesekkiirlerini sunar.

Kaynaklar

1. Verstracte AG, Legrand SA, Vandam L, Hughes B, Griffiths P. Drug
Use, Impaired Driving and Traffic Accidents. 2nd Edition. Lisbon,
2014:50-100.

2. Mule SJ, Casella GA. Confirmation of Marijuana, Cocaine, Morphine,
Codeine, Amphetamine, Methamphetamine, Phencyclidine by GC/MS
in Urine Following Immunoassay Screening, J. Anal. Toxicol.
1988;12(2):102-107.

3. Saito K, Saito R, Kikuchi Y, Iwasaki Y, Ito R, Nakazawa H. Analysis of
drugs of abuse in biological specimens. J. Health Sci. 2011;57:472-487.

4. Akgiir SA, Coskunol H, editors. Bagimlilik Yapan Maddeler ve
Toksikolojisi. izmir:Ege Universitesi Bastmevi, 2014:211.

5. Moeller M, Kraemer T. Drugs of Abuse Monitoring in Blood for
Control of Driving Under the Influence of Drugs. Ther Drug Monit.
2002;24(2):210-221.

6. Yavuz O, Aksoy A. Ornek hazirlamada kati faz ekstraksiyonu metodu.
F.U. Saglik Bil. Dergisi. 2006;20(3):259-264.

7. Raharjo TJ, Verpoorte R. Methods for the Analysis of Cannabinoids in
Biological Materials: a Review. Phytochem Anal.2004;15:79-83.

10.

11.

12.

13.

14.

16.

Yedekei A, Onur E. Bagimlilik yapici ilaglar ve tayin yontemleri. Tiirk
Klinik Biokimya Derg, 2010;8(3):125-130.

Hug S, Dixon A, Kelly K, Kallury KMR. Novel solid-phase extraction
protocol for 11-nor-9-carboxy-9-tetrahydrocannabinol from urine
samples employing a polymeric mixed-mode cation-exchange resin,
Strata-X-C, suitable for gas chromatography—mass spectrometry or
liquid chromatography—mass spectrometry analysis. J. Chrom. A.
2005;1073:355-361.

Robandt PV, Klette KL, Sibum M. Automated solid-phase extraction-
liquid chromatography-tandem mass spectrometry analysis of 11-nor-
Delta9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in human urine
specimens: application to a high-throughput urine analysis laboratory. J
Anal Toxicol. 2009;33(8):456-460.

Strano-Rossi S, Bermejo AM, de la Torre X, Botre F. Fast GC-MS
method for the simultaneous screening of THC-COOH, cocaine,
opiates and analogues including buprenorphine and fentanyl, and their
metabolites in urine. Anal Bioanal Chem. 2011;399(4):1623-30.
Abraham TT, Lowe RH, Pirnay SO, Darwin WD, Huestis MA.
Simultaneous GC-EI-MS Determination of A9-Tetrahydrocannabinol,
11-Hydroxy-A9-Tetrahydrocannabinol, and 11-nor-9-Carboxy-A9-
Tetrahydrocannabinol in Human Urine Following Tandem Enzyme-
Alkaline. J Anal Toxicol. 2007;31(8):477-485.

Kintz P, Mangin P, Simultaneous determination of opiates, cocaine and
major metabolites of cocaine in human hair by gas
chromotography/mass spectrometry (GC/MS). Forensic Sci. Int.
1995;73(2):93-100.

Tiryaki O. Pestisit kalint1 analizlerinde kalite kontrol (QC) ve kalite
giivencesi (QA). Nobel yayn dagitim, Ankara, 2011:91-107.

. Causon R, Validation of chromatographic methods in biomedical

analysis. Viewpoint and discussion. J. Chromatogr. B 1997;
689:175-180.

Peters FT, Maurer HH Bioanalytical method validation and its
implications for forensic and clinical toxicology - A review [review].
Accred.Qual.Assur., 2002; 7:441-449.



