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TESEKKUR

Gama-hidroksibutirik asit (GHB) memelilerde merkezi sinir sisteminde (MSS) ve
dokularda bulunan endojen bir molekildir GHB maddesini adli analizlerde énemli
kilan nokta viicutta dogal olarak iiretilen bir madde olmakla birlikte, harici alimlarda
kotiiye kullanimi1 olan bir madde olmasidir. Calismamizda, endojen seviyeler ve
eksojen maruziyetten kaynaklanan seviyeler arasinda ayrim yapilmasina yardimci
olmas1 amaciyla Tiirk popiilasyonundaki endojen GHB seviyeleri sa¢ 6rneklerinde

belirlenmistir.

Bu calismanin gergeklesmesinde emegi olan kiymetli danigman hocalarim Dog. Dr.

Halide Nihal ACIKGOZ ve Prof. Dr. Nebile DAGLIOGLU na tesekkiir ederim.
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OZET

Endojen GHB seviyesinin Tiirk Popiilasyonunda Bireylerden Ahnan Sa¢ Orneklerinde

Belirlenmesi

Gama- hidroksibutirat veya gama-hidroksibatirik asit (GHB) memelilerde merkezi sinir sisteminde
(MSS) ve dokularda bulunan endojen bir molekuldir. Gama-hidroksibiitirat (GHB) yapisal olarak
norotransmitter gama-aminobutirik asit (GABA) ile iliskilidir ve insan beyninde GABA’nin bir
metaboliti olarak bulunmaktadir. Endojen GHB konsantrasyonlar sag, kan, idrar gibi drneklerde tespit
edilebilmektedir. Bu konsantrasyonlar cinsiyete, yasa, popiilasyona gore degisebilmektedir. GHB
maddesini adli analizlerde 6nemli kilan nokta viicutta dogal olarak tiretilen bir madde olmakla birlikte,
harici alimlarda koétiiye kullanimi olan bir madde olmasidir. GHB'nin endojen varlig1 yani her insanda
bulunmasi, kullanici olmayan kisilerden alinan 6rneklerde dahi pozitif sonug verebilmesi analitik
sonucun yorumlanmasini zorlagtirir. Adli olaylarda sag, kan, idrar gibi 6rneklerde yapilan analizlerde
viicuda disaridan alinan (eksojen) miktar ile kiginin viicudunda var olan (endojen) miktarin ayrimini
yapmak énemlidir.

Yiksek lisans tez projemizde Tiirk popiilasyonunda 18 yas iistii saglikli ve herhangi bir madde
kullanicisi olmayan 73 bireyden toplanan sa¢ rnekleri, endojen GHB seviyesinin belirlenmesi amaciyla
s1vi kromatografi- tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile analiz edilmistir. Tez ¢alismamiz Tiirk
popiilasyonunda endojen GHB seviyelerini aragtiran ilk caligma oOzelligini tagimaktadir. Analiz
sonucunda endojen GHB konsantrasyonlar1 0.965-5.434 ng/mg (ortalama 1.857 + 0.860) araliginda
bulunmustur. Elde edilen endojen GHB seviyelerinin, yas, cinsiyet ve sigara kullanimi gibi faktorlere
bagl olarak anlamli bir farklilik gosterip gostermedigi istatistiksel olarak analiz edilmistir. Kadin ve
erkek bireylerin endojen GHB seviyeleri arasinda anlamli bir farlilik bulanamamustir. Sigara kullanan
bireyler ve kullanmayan bireyler arasinda da anlamli bir farlilik bulunmamistir. Yas gruplari arasinda
yapilan analizlerde, 18-29 yas grubu ile 30-50 yas grubu ve 50 yas iistli bireyler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p <0.05).

Anahtar Sozcukler: Adli Toksikolojik Analiz, Endojen GHB, LC-MS/MS, Sag Ornekleri
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ABSTRACT

Determination of Endogenous GHB Levels in Hair Samples from Individuals in the
Turkish Population

Gamma-hydroxybutyrate or gamma-hydroxybutyric acid (GHB) is an endogenous molecule found in
the central nervous system (CNS) and tissues of mammals. Structurally related to the neurotransmitter
gamma-aminobutyric acid (GABA), GHB is present in the human brain as a metabolite of GABA.
Endogenous GHB concentrations can be detected in biological samples such as hair, blood, and urine,
and these concentrations may vary depending on factors such as sex, age, and population. The forensic
significance of GHB lies in its dual nature: it is a naturally produced substance in the body and also a
drug with a potential for abuse. The endogenous presence of GHB in all individuals complicates the
interpretation of analytical results, as even samples from non-users may yield positive results. In
forensic cases, distinguishing between exogenous GHB intake and endogenous levels in samples such
as hair, blood, and urine is critical.

In this master's thesis project, hair samples collected from 73 healthy individuals over the age of 18 with
no history of substance use within the Turkish population. These samples were analyzed using liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to determine endogenous GHB levels. This
thesis represents the first study investigating endogenous GHB levels in the Turkish population. The
analysis revealed that endogenous GHB concentrations ranged between 0.965 and 5.434 ng/mg, with a
mean value of 1.857 + 0.860 ng/mg. The association between endogenous GHB levels and factors such
as age, sex, and smoking status was statistically evaluated. No significant differences were observed in
endogenous GHB levels between male and female participants or between smokers and non-smokers.
However, statistically significant differences were detected among age groups, specifically between
individuals aged 18-29, 30-50, and over 50 (p< 0.05).

Keywords: Endogenous GHB, Forensic Toxicological Analysis, Hair Samples, LC-MS/MS
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1.GIRIS

Gama-hidroksibutirat (GHB), merkezi sinir sisteminde (MSS) endojen olarak
tiretilen kisa zincirli bir yag asididir ve inhibitdr nérotransmitter Gama-aminobutirik
asidin (GABA) bir Onciisii ve metaboliti olarak islev goriir (F. Busardo vd., 2015).
GHB ilk olarak 1874 yilinda Alexander Saytzeff tarafindan sentezlenmistir (Saytzeff,
1874). 1960’11 yillara gelindiginde viicutta iiretilen endojen bir bilesik oldugu
kesfedilmistir (Bessman & Fishbein, 1963). Yirminci yiizyilin ortalarinda Prof. Henri
Laborit ve ekibi tarafindan anestezik ve sedatif Ozellikleri nedeniyle anestezi
arastirmalarinda kullanilmistir (Laborit, 1964). Ancak 1980°1i yillara gelindiginde
GHB kdétiiye kullanimu ile dikkat cekmeye baglamigtir. “Sivi ekstazi” veya “sivi x”
sokak isimleri ile satilan GHB, 6zellikle eglence ortamlarinda ve 6zel etkinliklerde bir
parti ilac1 olarak popiilerlik kazanmistir. GHB, alkolle birlikte tiiketilerek yaygin
kullanima ulagmis ve bu egilim, ABD’den Avrupa’ya hizla yayilmistir (Andresen vd.,
2011). GHB, genellikle kiiciik plastik siselerde seffaf ve tatsiz bir sivi formda
bulunmaktadir . Diislik dozlarda alimi, hafif diizeyde 6fori, anksiyetenin azalmasi,
sosyal etkilesimde artis ve cinsel diirtiide yiikselme gibi etkiler gostermektedir (Brown
vd., 2011). Ancak, yiiksek dozlarda tiikketimi, kullanicinin derin bir uyku haline

girmesine neden olmaktadir (Nicholson & Balster, 2001).

Glclii sedatif ve amnezi etkileri nedeniyle GHB, uyusturucuyla kolaylastirilmis cinsel
saldir1 vakalarinda kullanim yayginlig: ile dikkat ¢ekmektedir (Abramowitz, 2004;
Elian, 2000; Kintz vd., 2003; Negrusz & Gaensslen, 2003; Stillwell, 2002). Bu tlr
vakalar, magdurun goniilli ya da zorla ila¢ kullanimina maruz kalmasiyla ortaya
cikmaktadir (EISohly, 2001). GHB, bireyin ilaci aldiktan sonraki 10-15 dakika iginde
derin bilingsizlige gegmesine neden olmaktadir (Galloway vd., 2000). GHB kullanim1
sirasinda olusan hafiza kaybi, magdurun yasananlar1 hatirlayamamasina yol agarak
saldirganin olay1 gizlemesine yardimci olmaktadir. GHB’ nin bu tiir vakalarda suglular
tarafindan tercih edilmesinin nedenleri sadece bunlarla simirli degildir. Yapisal olarak

GHB'in renksiz, kokusuz ve hafif sabunsu tadi olmasi ve bu tadin kolaylikla maske



edilebilmesi, kolayca igeceklere eklenebilir olmasi da tercih edilmesine neden
olmaktadir (Steuer vd., 2021)

GHB'nin eglence amacl kdtiiye kullanimi ve uyusturucu ile kolaylastirilmis suglarda
kullanim yayginhigi, farkli iilkelerde ¢esitli yasal diizenlemeler ve kisitlamalarin
hayata gecirilmesine neden olmustur (Carter vd., 2009). ABD Gida ve ila¢ Dairesi,
GHB'yi Kontrollii Maddeler Listesinin I. Kategorisine Mart 2000’de eklemistir
(Andresen vd., 2011). Mart 2001'de GHB, Birlesmis Milletler (BM) 1971 Psikotrop
Maddeler Sozlesmesimin IV. Kategorisine eklenmis ve bu durum, tiim Avrupa
Birligine (AB) tye iilkeleri GHB'yi psikotrop maddelerle ilgili mevzuatlari
cergevesinde kontrol altina alma yiikiimliligii altina sokmustur (Busardo & Jones,
2015). Tirkiye 1971 BM Psikotrop Maddeler Sozlesmesi'ne taraf olan iilkelerden
biridir (Sarigiizel, 2020). Bu baglamda GHB Tiirkiye’de kontrol altina alinarak
yasadis1 iiretimi, dagitimi ve ticareti yasaklanan maddeler arasindadir (Kleiman &
Hawdon, 2011). Bunlarin yaninda GHB'nin sodyum tuzu olan sodyum oksibat, Avrupa
Ila¢ Ajansi tarafindan izlenen kontrollii bir maddedir (Tay vd., 2022).

Gamma-hidroksibutirik asit (GHB) kullanimmin yayginlig: ile ilgili veriler smirhdir.
Kullanim orami farkli popiilasyonlar ve bolgeler arasinda degisiklik gostermektedir.
Avrupa genelinde 6zellikle Hollanda, Norveg, Ispanya ve Birlesik Krallik’ta daha
yiiksek seviyelerde kullanim bildirilmistir (Kennedy vd., 2021; Kunst & Gebhardt,
2018; Ugarte vd., 2023). 2022 yilinda yayimlanan Avrupa uyusturucu raporunda 18
Avrupa iilkesi, 60 kilograma ve 16,000 litreye karsilik gelen GHB (gama-
hidroksibdtirat) veya prekirséri (6ncili) GBL (gama-bitirolakton) icin 2000 adet ele
gecirme vakasi bildirilmistir (EMCDDA, 2022). Ayrica GHB’nin, 2020 yilinda Euro-
DEN Plus hastaneleri tarafindan bildirilen besinci en yaygm uyusturucu oldugu
belirtilmistir (Dufayet vd., 2023). Tiirkiye’de GHB “Ci(G)” olarak adlandirilmaktadir
(Ozer vd., 2017). Ulkemizde GHB maddesinin kétiiye kullanimu ile ilgili yeterince
arastirma ve veri bulunmamaktadir. 2001 yilinda anket yolu yapilan uluslararas1 bir
arastirma da Tiirkiye’deki Adana, Ankara, Diyarbakir, istanbul, izmir ve Samsun
illerinde yasayan 15-17 yas arast 6149 &grencinin yiizde 1’1 GHB kullandigini
belirtmis, bunlarin yiizde 4’ti GHB maddesini arkadaslartyla kullandigini séylemistir
(Hibell vd., 2004).



GHB, insan beyninde, kanda, idrarda ve periferik dokularda dogal olarak bulunan bir
hidroksi karboksilik asittir (Roth & Giarman, 1970). Hem GABA’nin metabolik bir
triinii hem de 6nciil maddesi olarak islev gérmektedir (Maitre, 1997). GHB, esas
olarak merkezi sinir sistemi lizerinde bir depresan olarak etki gosterir ve dozaja bagl
olarak sedasyondan anesteziye kadar degisen etkiler iiretmektedir. Diisiik dozlarda
ofori ve rahatlama saglarken, yliksek dozlarda ciddi sedasyon, solunum depresyonu ve
komaya yol acabilmektedir (Morse vd., 2012). GHB’nin performans ve davranis
tizerindeki etkileri, alimdan 15-30 dakika sonra baslamaktadir ve doza bagli olarak 1
ila 6 saat arasinda siirebilmektedir. GHB nin doz-etki egrisi olduk¢a dik bir yapiya
sahiptir, bu da kii¢iik doz artislarinin davranigsal etkilerde ve toksisite seviyelerinde
orantisiz artiglara yol a¢tigr anlamina gelmektedir (Busardo & Jones, 2015). Eglence
amaclh kullanimda, genellikle 1-2 gramlik GHB dozlar1 6fori ve iyilik hali hisleri
olusturmak i¢in yeterli olmaktadir. Ancak, daha yiiksek dozlarda tiiketim bireylerde
uyku haline neden olmakta ve kandaki GHB konsantrasyonu 100 mg/L’nin {izerine
ciktiginda konusma ve motor koordinasyonda belirgin bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir
(Nicholson & Balster, 2001). Bu etkiler biiyiik 6l¢iide, GHB’nin beyindeki spesifik
reseptorlerle, Ozellikle GABA B reseptorii ile etkilesiminden kaynaklanmaktadir
(Kaupmann vd., 2003).

GHB zehirlenmesi, alinan dozun biiylikliigline ve es zamanli kullanilan diger
maddelere bagli olarak degiskenlik gosteren bir dizi klinik semptomla kendini belli
etmektedir. En yaygin belirtiler arasinda belirgin sedasyon, solunum depresyonu,
bradikardi (kalp hizinda yavaslama), hipotansiyon (diisiik kan basinci) ve hipotermi
(viicut sicakhiginda diisiis) bulunmaktadir (Gunja vd., 2008). GHB'nin diger MSS
depresanlariyla, ozellikle etanol ile alinmasi, toksisiteyi Onemli 6lciide artiran bir
etkilesim yaratmaktadir (Heier vd., 2022). Etanol, GHB'nin farmakokinetik ve
farmakodinamik profilini degistirerek plazma konsantrasyonlarinin daha uzun siire
yiksek kalmasina ve solunum depresyonu riskinin ciddi oranda artmasina neden
olmaktadir (Rodriguez-Cruz & Morris, 2021). Arastirmalar, GHB ve etanoliin birlikte

alinmasinin, her iki maddenin tek basina alindiginda 6liimciil olmayan dozlarda dahi



oliimciil etkilere yol agabilecegini gostermektedir (Hockenhull vd., 2017; Liakoni vd.,
2016).

Endojen gama-hidroksibiitirik asit diizeylerinin aragtiritlmasi hem dogal bir metabolit
hem de kétiiye kullanilan bir madde olmasi nedeniyle, adli toksikoloji alaninda 6nemli
bir odak noktas: haline gelmistir. insanlarda GHB’nin endojen konsantrasyonlar
genellikle diisiik diizeylerde seyreder. Cesitli ¢alismalarda bu seviyelerin, kullanilan
metodolojiye ve incelenen popiilasyona bagli olarak idrarda 0,3-10 mg/L, kanda 0,5-
2,3mg/L , sacta 0.1-12 ng/mg araliginda oldugu rapor edilmistir (Capote ve ark., 2015;
Paul ve ark., 2006; Busardo ve Jones, 2018).Bu bulgular, 6zellikle adli toksikolojide,
endojen ve eksojen GHB kaynaklarii ayirt edebilmek i¢in uygun esik degerlerin
belirlenmesinin kritik 6nem tasidigini gostermektedir (Busardo ve Jones, 2018; Steuer
ve ark., 2023). Endojen GHB diizeyleri, diyet, metabolik aktivite, yas ve diger digsal
faktorler gibi cesitli degiskenlerden etkilenebilmektedir. Ornegin, etanol tiiketiminin
karaciger ve beyinde GHB diizeylerini artirdigi, bu durumun farmakokinetik bir
etkilesimle GHB nin etkilerini artirabilecegi gosterilmistir (Thai ve ark., 2006). Bunun
yani sira, yasin endojen GHB seviyeleri iizerindeki etkisi c¢esitli ¢alismalarla
incelenmigstir. LeBeau ve arkadaslarinin yaptig1 bir arastirma, yas ile idrardaki GHB
konsantrasyonlar1 arasinda ters bir iligki bulundugunu belirtmistir (LeBeau ve ark.,
2006). Benzer sekilde cinsiyetlere gore endojen seviyelerin farlilik gosterdigini

belirten ¢aligsmalar bulunmaktadir (Shi vd., 2016; Vaiano vd., 2016).

Bu ¢alismadaki temel amacimiz Tiirk popiilasyonunda 18 yas tstii kadin ve erkek
bireylerden toplanan sa¢ orneklerinde endojen GHB seviyesinin belirlenmesiydi.
Endojen seviyenin Tiirk popiilasyonu i¢in belirlenmesi, yasa dist madde olarak da
kullanilan GHB i¢in maruziyetinden kaynaklanan seviyeler ile endojen seviyeler
arasinda ayrim yapilmasmna katki saglayacaktir. ikincil amag cinsiyet ve yas
degiskenlerine gore istatiksel olarak anlamli farkliliklar olup olmadiginin tespit
edilmesiydi. Daha 6nce italya ve Cin’de yapilan calismalarda kadin ve erkek bireylerin
endojen GHB seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik tespit etmistir. Her iki ¢calismada
da erkeklerde bulunan seviye kadinlarda tespit edilen seviyeden daha yiiksek
bulunmustur (Shi vd., 2016; Vaiano vd., 2016). Bu ¢alisma ile iilkemizde de kadin-

erkek bireylerin sa¢ orneklerindeki endojen GHB seviyeleri arasinda fark olup



olmadigi istatiksel olarak analiz edilmistir. italya’da yapilan calismada katilimcilar yas
gruplarina gore smiflandirilmis ve yapilan analizlerde kadin ve erkek 30 yas alti
bireylerin GHB seviyeleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Vaiano vd., 2016).
Arastirmada Italya’daki arastirma referans alinarak (Vaiano vd., 2016) goniilliilerin
yaslarina gore de 3 gruba ayrilmistir: 18-29, 30-50 ve 50 yas iistii. Bu sayede yas
degiskenine gore anlamli bir farklilik olup olmadigini degerlendirilmistir. Bunlarin
yaninda goniillii bireylerin sigara kullaniminin konsantrasyonlara anlamli bir etkisinin

olup olmadig1 arastirilmstir.

Arastirmamizda endojen GHB seviyelerini belirlemek icin sa¢ Orneklerinin
kullanilmasinin nedeni, sa¢ Orneklerinin  GHB analizinde diger biyolojik
numunelerden daha avantajli olmasidir. Ciinkii GHB’ nin kisa yarilanma 6mrii kan ve
idrar gibi diger numunelerde tespit edilmesini zorlastirmaktadir. Sagta ise akut
maruziyetinde dahi tespit edilebilecegini gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Bertol
vd., 2015; Kintz, 2016). Ozellikle cinsel saldir1 vakalarinda maruziyet genelde bir
kereliktir ve olayin adli mercilere tasinmasi, olaydan hemen sonra olmamaktadir.
Magdurun GHB maddesi etkisinde olup olmadigi, kan ve idrar 6rneklerinde olaydan
12 saat sonrasinda tespit edilemezken (Brennan & Hout, 2014), sa¢ numunelerin de
gunler ya da aylar sonra tespit edilebilmektedir (F. P. Busardo vd., 2016). Kronik GHB
kullaniminda kiginin kullanim siiresi sa¢ orneklerinin segmental analizi ile tahmin
edilebilmektedir. Hem kronik hem de akut maruziyetin sa¢ &rneklerinde
belirlenebilmesi nedeniyle, arastirmamizda endojen GHB seviyelerini belirlemek igin
sa¢ Ornekleri iizerinde calisilmistir. Amacimiz endojen GHB seviyelerinin Tiirk
popiilasyonunda belirlenmesi ve bu dogrultuda yapilacak toksikolojik analizlerde
sonuglarin dogru yorumlanmasina katkida bulunmaktir. Aragtirmamiz Tirkiye’de

endojen GHB seviyelerinin arastirildigi ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir.



2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerecler
Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

e Sivi Kromatografisi ardisik kiitle sprektrometresi (Shimadzu 8050 LC-
MS/MS cihaz1)

e (C18,2.7um, 2.1 x 100 mm kolon (HALO)

e Pipet (Transferpette)

e Pipet Uglar1 (Tarsons)

e Epondorf tip

e Vial ve vial kapagi

e Cam Insert

e Amber sise (100 cc)

e Vorteks (VELP SCIENTIFICA)

e Santrifij (NUVE NF1200R)

e Ultrasonik Banyo (HY Teknoloji)

e Hassas Terazi (RADWAG)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Metanol (Merck/LC grade)

e Ultra Saf su (Merck/ LC grade)

e Diklorometan (Merck/ LC grade)

e GHB (Lipomed)

e GHB-d6 (internal standart/Chiron/ 1000 pg salt/mL in methanol, 1 mL)
e Amonyum Asetat (Merck/LC grade)

e Asetonitril (Merck/LC grade)



2.2. Ydntem

Y Ontemimizin temel asamalart;
e Sag Orneklerin toplanmasi
e Toplanan 6rneklerin yikanmasi
e Bir giin oda sicakliginda kurutulmast,
e Kurutulan érneklerin kiguk parcalara kesilmesi (1mm)
e Analiz i¢in 25 mg tartilmasi
e Sivi sivi ekstraksiyon
e Ultrasonik banyo
e Santrifij
e Orneklerin viallere aktarilmasi
e LC-MS/MS cihazinda analiz edilmesi

e Sonuglarin istatiksel olarak yorumlanmasi seklindedir.

Orneklerin yikanmasi ve

Orneklerin Tartimi
Kurutulmasi

Sag Kesimi

LC-MS/MS cihazina yiiklenmesi ve

Santrifiyj Sivi-sivi Ekstraksiyon ve Ultrasonik
sonuglarin yorumlanmasi

Banyo

Sekil 2.1. Yontemin Temel Asamalari



2.2.1. Orneklem Secimi ve Orneklerin Toplanmasi

Aragtirma kapsaminda calismaya 18 yas lstii saglikli ve madde kullanim ge¢misi
olmayan 73 birey dahil edilmistir. Katilimcilar arastirmacinin ¢evresinden baglanarak
kartopu drneklem modeli ile segilmistir. Orneklem biiyiikliigii calismaya baslamadan
once %80 glc¢ ve 0.05°1ik bir hata pay1 verilip R 3.0.1 (GNU Free Software) agik

kaynak programi kullanilarak hesaplanmistir.

Aragtirma kapsaminda yapilacak anket formunda kullanicilardan;

e Cinsiyetleri,

e Yas gruplar1 (18-29, 30-50, 50 yas iistii),

e Sigara kullanicis1 olup olmadiklari,

e Diizenli olarak kullandiklar1 bir ilacin olup olmadig,
e Varsa hangi ilag/ilaglar1 kullandigi,

e Saclarinda boya/agici islem olup olmadig1 bilgileri alinmustir.

Aragtirma kapsaminin disinda olan bireyler ise su sekildedir;

e Xyrem® ilacini kullanan bireylerden 6érnek alinmamaistir.

e Anksiyete tedavisi géren ve bu yiizden benzodiazepinler grubundan
ilag kullanan bireyler dahil edilmemistir.

e Antidepresan tedavisi goren bireyler dahil edilmemistir.

e Epilepsi hastalari, bipolar bozukluk gibi hastaliklara sahip, diizenli
ila¢ kullanan hastalar dahil edilmemistir.

e Madde ve/veya alkol bagimlilig1 olan bireyler arastirmaya dahil

edilmemistir.

Sac orneklerini toplama siireci “Society of Hair Testing (SoHT)” kilavuzunda 6nerilen
sekilde gerceklestirilmistir (Liakoni ve ark., 2016; Hockenhull ve ark., 2017). Sag

ornegi yaklasik bir kursun kalem kalinliginda, posterior verteks bolgesinden kafa



derisine miimkiin oldugunca yakin olarak dekontamine edilmis bir makas yardimai ile
kesilmistir. Alinan sa¢ O6rnegi u¢ kismi belirlenerek aliiminyum folyo igerisine
konulup, analize kadar zarf icerisinde ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Etik

kurul onay kararimiz ekler boliimiine eklenmistir.

2.3. Cihaz ve Yontem Optimizasyonu

GHB i¢in cihaz optimizasyonu ESI iyonizasyon metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Cihaza maddenin taratilmasindan sonra pik sinyalleri negatif
modda goriindiigiinden, yontem boyunca negatif iyon modu kullanilmistir. Firin
sicakligt 40 derecedir. C18, 2.7um, 2.1 x 100 mm kolon (HALO) kullanilmistir.
Ornekler cihaza 10 pL enjekte edilmistir. Her drnek igin cihazdaki analiz siiresi 5.5
dakika olarak belirlenmistir. Gradient eliisyon asamasinda mobil faz A olarak 1.25
mM Amonyum asetat ve mobil faz B olarak likit kromatografi safliginda asetonitril

secilmistir.

Analitik metodun optimizasyonunda 10 pg/mL konsantrasyonlarda referans
standartlar kullanmilmustir. Onciil, yavru iyonlar ve kiitle spektroskopisindeki ¢arpisma
enerjileri optimize edildikten sonra secilen analitler icin (-ESI) MRM ciftleri

belirlenmistir. MRM ciftleri Cizelge 2.2." de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. GHB ve GHB-d6’nin MRM Ciftleri

Oncil iyon Yavru iyon
(precursor m/z) (product m/z)
GHB 103.40 57.10
103.40 85.00
GHB-d6 109.10 61.20
109.10 90.20

Yontem validasyonu, SWGTOX kilavuzu takip edilerek gergeklestirilmistir
(SWGTOX, 2013). Validasyon sirasinda, kor (blank) numuneler kullanilmistir. Kor



numuneler, sa¢ orneklerinin bir hafta boyunca metanol iginde bekletilerek endojen
GHB’nin uzaklastirilmas1 yoluyla hazirlanmistir. Bu islem, analiz sirasinda digsal
kontaminasyon ve endojen kaynakli etkilerin en aza indirilmesini saglamak ve 6l¢iim
sonuclarinin giivenilirligini artirmak amaciyla gergeklestirilmistir. Kalite kontrol (QC)
ornekleri ve kalibrasyon noktalar1 hazirlanirken kér numunelerin icerisine GHB ve
internal standart (GHB-d6) belirlenen konsantrasyonlarda eklenmistir. Ug farkli
ekstraksiyon metodu denenmis ve GHB ig¢in en iyi geri kazanimi saglayan metot tercih
edilmistir. Ug farkli konsantrasyonda (Diisiik:0.25 ng/mg, orta: 0.8 ng/mg,
yiiksek:3.50 ng/mg) kalite kontrol numuneleri ve standart ¢ozeltiler hazirlanarak,
kesinlik, dogruluk, matriks etkisi, tasinma, geri kazanim parametreleri belirlenmistir.
GHB i¢in ana stok metanolde 100 pg/mL konsantrasyonunda, ¢caligma soliisyonlari ise

metanol i¢erisinde 10000 ng/mL ve 1000 ng/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.

2.4, Kalibrasyon Modeli ve Tespit Siir1 (limit of detection/ LOD) ve Tayin
Sinir1 (limit of quantification/LOQ)

GHB maddesi i¢in kalibrasyon modelini olusturmak amaciyla 0.1, 0,2, 0,5, 0,75, 1,
1,25, 2.5, 3.75, 5 konsantrasyonlarinda Ornekler hazirlanmistir. Her birine internal

standart olarak 5 pL GHB-d6 eklenmistir. Her nokta 2 tekrarl ¢alisilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan stok ¢ozeltilerden elde edilen sonuglara gore en
diisik LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir. Tespit ve miktar belirleme asagida

verilen formiilasyonlara gore yapilmaistir.

LOD=(3.3x0)/m
e o: En diislik konsantrasyondaki sinyalin standart sapmasi

o m: Kalibrasyon egrisinin egimi
LOQ=(10%x06)/m

e o: En diislik konsantrasyondaki sinyalin standart sapmasi

o m: Kalibrasyon egrisinin egimi
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2.5. Gergek Orneklerin Hazirlanmasi

18 yas Ustli herhangi bir madde kullanicis1 olmayan saglikli bireylerden toplanmis 73
sa¢ Orneginin 0-3 cm’lik kismi; sirasiyla saf su, metanol ve diklorometan ile 5’er
dakika bekletilerek yikanmistir. Yikanan sa¢ drnekleri bir giin boyunca filtre kagidinin
icine konularak oda sicakliginda kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan sa¢ 6rnekleri
temiz bir makas ile 1 mm’lik uzunluklarda kesilmistir. Kesilen sa¢ drnekleri 25 mg
tartilip ependorf tiiplerine konmustur.25 mg sa¢ Orneginden endojen GHB'nin
ayrilmas1 amaciyla sivi-sivi ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. 3 farkli metot
denenerek hedef bilesigin matristen etkili bir sekilde izole edilmesini saglamak ve

analitik dogrulugu artirmak i¢in agagida verilen yontem optimize edilmistir.

25 mg sag¢ Ornegi iizerine 400 pL saf su, 100 uL metanol ¢oziiciileri eklenmistir. Daha
sonra 2 ng/mg konsantrasyonunda hazirlanan ger¢ek orneklere 10 mg/L GHB stok
cozeltisinden 5 pL, 10 mg/L internal standart (GHB-d6) stok cozeltisinden 5 pL
eklenmistir. Ornekler 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletildikten sonra,
14000 rpm de 15 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda, olusan iist
faz dikkatlice alinarak viallere aktarilmistir. Ardindan, her bir vialden 10 pL'lik bir
ornek hacmi LC-MS/MS cihazina enjekte edilmistir.

2.6. istatiksel Analiz

Elde edilen analiz sonuglari, istatistiksel agidan karsilastirmali bir degerlendirmeye
tabi tutulmustur. Istatistiksel analizler, SPSS siirim 26 (SPSS V26) yazilimi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Analiz kapsaminda, sonuglar cinsiyet (kadin/erkek),
yas gruplari (18-29, 30-50, 50 yas iistii) ve sigara kullanim1 (evet/hayir) gibi bagimsiz
degiskenler arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 belirlemek amaciyla
karsilastirilmigtir. ikili gruplar arasindaki karsilastirmalar, siirekli bagimli degiskenin
normal dagilip dagilmadigina bagli olarak iki bagimsiz degiskenler arasindaki
istatistiksel analiz icin Mann-Whitney U Testi veya student t testi kullanilmigtir. Ug
veya daha fazla bagimsiz degiskenlerin analizinde ise Kruskal Wallis veya One Way

ANOVA testi uygulanmigtir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Kromatogramlar

Kromatogramlarda GHB’nin ve internal standardin (GHB-d6) C18, 2.7um, 2.1 x 100
mm analitik kolon (HALO) Uzerindeki retansiyonu basarili bir sekilde
gbzlemlenmistir. Alikonma siiresi (rt) her iki madde i¢in de 0.62 dk olarak tespit

edilmistir.

6000 TC()

2:TIC(-)
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Sekil 3.1. Total Kromatogram

(x1,000)
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Sekil 3.2. GHB kromatogrami (2 ng/mg)
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1,000)
2:109.10561.20()
2:109.10>90.20(-)
2.25]
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1754
1.504
1.25q
1.00+
0.75q
0.504
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Sekil 3.3. internal Standart (GHB-d6) kromatogrami (2 ng/mg)

3.2. Kalibrasyon Modeli ve Tespit Sinir1 (Limit of Detection/LOD) ve Tayin
Sinir1 (Limit of Quantification/LOQ)

GHB maddesi i¢in kalibrasyon modelini olusturmak amaciyla 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1,
1.25, 2.5, 3.75, 5 konsantrasyonlarinda 9 kalibrasyon noktas1 belirlenmistir. Her bir
konsantrasyon igin 2 tekrarli Ornekler hazirlanip LC-MS/MS cihazinda analiz
edilmistir. Pik sinyalleri belirlendikten sonra korelasyon katsay1 (r? ) degeri 0.998 olan

kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Area Ratio

5

ol
T T T
0 10 20 30 40 Conc. Ratio

Sekil 3.4. GHB maddesine ait kalibrasyon grafigi
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Analitik yontemin hassasiyetini ve dogrulugunu degerlendirmek amaciyla, 9 farkli
konsantrasyondan olusan kalibrasyon grafigi kullanilarak Tespit Sinir1 (LOD) ve
Tayin Sinir1 (LOQ) degerleri hesaplanmigtir. Caligma sonucunda, yontem i¢cin LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 0.02 ng/mg ve 0.07 ng/mg olarak belirlenmistir.

3.3. Tiirk Popiilasyonunda Endojen GHB Konsantrasyonlari

Calismamizda 46 erkek 27 kadin olmak iizere toplam 73 kisinin saglarinda endojen
GHB seviyeleri belirlenmistir. Tiirk popiilasyonunda endojen GHB seviyeleri 0.965-
5.434 ng/mg (ortalama 1.857 £ 0.860) araliginda bulunmustur.

3.3.1. Cinsiyetlere Gore Konsantrasyonlar

Calismamizda, endojen GHB seviyelerinin cinsiyete bagl olarak anlaml bir farklilik
gosterip gostermedigi istatiksel agidan incelenmistir. Bu amagcla, verilerin normal
dagilim gostermemesi nedeniyle SPSS V26 programmda Mann-Whitney U testi
uygulanmistir. Analiz sonucunda, p degeri 0.05’ten biiyiik olarak hesaplanmistir. Bu
durum, Tiirk popiilasyonunda kadin (n= 27) ve erkek (n=46) bireyler arasinda sag
orneklerinde belirlenen endojen GHB seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmadigini  gostermektedir. Sekil 3.5’te cinsiyete gore

konsantrasyonlar (ng/mg) goérilmektedir.

6.00

5.00 S
£ 4.00 —_—
Is)
£ 3.00
m
x 2.00 | Il | X

[ |
1.00 —— -
0.00
Kadin Erkek

Cinsiyet

Sekil 3.5. Cinsiyete gore GHB (ng/mg) konsantrasyonlari
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Cinsiyetler arasindaki farlilik yas gruplar1 bazinda incelenirken Independent Samples
t-testi kullanilmistir. 18-29 yas grubunda kadin ve erkek arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Bununla birlikte 30-50 yas grubunda ve 50 yas {istii

grubunda cinsiyetler arasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

3.3.2. Yas Gruplarina Gore Konsantrasyonlar

Yas gruplarim1 genel olarak kiyaslarken Kruskal- Wallis H testi kullanilmistir. Yas
gruplar1 18-29 (n=33), 30-50 (n=30) ve 50 yas istii (n=10) seklindedir.

e 18-29 ile 30-50 yas gruplari arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05).

e 18-29 yas grubu ile 50 yas iistii grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.05)

e 30-50 yas grubu ile 50 yas iistii gruplar1 arasinda anlamli farlilik
bulanamamustir.

e 18-29 yas grubunda diger iki yas grubuna gore daha diisiik endojen GHB

seviyeleri belirlenmistir.

Yas gruplarma gore konsantrasyonlarin cinsiyetler bazinda karsilastirilmasinda

Independent Samples t-testi kullanilmistir.

Kadinlarda;

e 18— 29 ile 30-50 gruplar arasinda p degeri=0.499 tespit edildiginden anlaml
bir farlilik bulunamamustir.
e 30-50 ile 50 yas Ustli gruplar arasinda anlamli farklilik bulunamamistir
(p=0.060).
18-29 ile 50 yas iistii gruplari arasinda ise anlamli farklilik bulunmustur (p=0.005). 50
yas ustii kadinlarda endojen GHB seviyeleri 18-29 yas grubuna gore daha yiiksek tespit

edilmistir.
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Erkeklerde;

o Erkeklerde tim yas gruplari arasinda endojen GHB seviyeleri arasinda
anlamli fark bulunmaktadir (p<0.001).

o En yilksek endojen GHB konsantrasyonlari 50 yas Ustl grubunda
bulunmaktadir.

e 18-29 yas grubunda diger iki yas grubuna kiyasla daha disik GHB seviyeleri
tespit edilmistir.

Cinsiyet
£.000 Bi<adin
36 BErkek
L )
5.000
g 4.000
=4
@ 3.000
u .60
44
2000 E i !
1.000 E
000
18-29 30-50 <50
Yas (yil)

Sekil 3.6. Yas gruplarina gére GHB konsantrasyon dagilimi

3.3.3. Sigara Kullannmina Gore Konsantrasyonlar

Sigara kullaniminin endojen GHB seviyelerine etkisinin olup olmadigi Mann-
Whitney U testi kullanilarak hesaplanmistir. Sigara kullaniminin etkisine bakildiginda
sigara kullanan (n=32) ve sigara kullanmayan (n=41) gruplar arasinda istatiksel olarak

anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05).
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Toplam 27 kadin 6rneginde sigara kullanan (n=8) ve sigara kullanmayan (n=19)
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farlilik tespit edilememistir. Benzer sekilde sigara
kullanicist olan (n=24) ve kullanmayan erkekler (n=22) arasinda da istatiksel olarak

anlamli bir farlilik bulunmamaktadir.

Sigara kullanim1 yas gruplarina gore kiyaslandiginda ise higbir yas grubu arasinda
kullanict olanlar ile olmayanlar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farlilik

bulanamamustir.

3.3.Tiim Gruplarin Genel Degerlendirmesi

Tiirk popiilasyonunda endojen GHB seviyeleri kadinlarda 0.965-2.469 ng/mg
araliginda (ortalama 1.605+0.377), erkeklerde ise 0.965-5.434 ng/mg araliginda
(ortalama 2.006£1.021) tespit edilmistir. Yas gruplarina bakildiginda; 18-29 yas
grubunda 0.965-2.469 ng/mg araliginda (ortalama 1.532+0.350), 30-50 yas grubunda
1.134-5.434 ng/mg araliginda (ortalama 2.120+1.022), 50 yas tistii grubunda ise 1.112-
5.134 ng/mg araliginda (ortalama 2.143+1.188) tespit edilmistir. Sigara kullanan
grupta endojen GHB seviyeleri 0.965-5.434 ng/mg (ortalama 1.986+1.023), sigara
kullanmayan grupta ise 1.091-4.483 ng/mg araliginda (ortalama 1.756+0.705)

belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Yas, Cinsiyet ve Sigara kullanimina gére GHB konsantrasyonlari (ng/mg)

Ortalama (mean) Aralik (Range)
Yas 18-29 1.532+0.350 (0.965-2.469)
30-50 2.120+1.022 (1.134-5.434)
<50 2.143+1.188 (1.112-5.134)
Cinsiyet | Kadin 1.605+0.377 (1.034-2.297)
Erkek 2.006+1.021 (0.965-5.434)
Sigara Evet 1.986+1.023 (0.965-5.434)
kullanimi — 1.756%0.705 (1.091-4.483)
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4. TARTISMA VE SONUC

Sa¢ orneklerinde endojen GHB seviyelerini belirlemek i¢in ‘cut-off’ esik degeri
arastiran farkli tilkelerde arastirmalar mevcuttur (Kintz vd., 2003; Shi vd., 2016;
Thomas vd., 2020; Vaiano vd., 2016). Ornegin; Fransa’da 2003 yilinda yayimlanan
bir arastirmada toplam 24 kisiden toplanan sag¢ 6rneklerinin ilk 3 cm’sinde 0,5 ila 12,0
ng/mg araliginda endojen GHB tespit edilmistir (Kintz vd., 2003). Vaiano ve ark.
(2016) Italya’da 150 kisiden alman sa¢ drneklerinde endojen GHB seviyesini 0.27-
2.84 ng/mg araliginda tespit etmistir, ayn1 ¢caligmada cinsiyet ve yas degiskenine gore
anlamlhi farkliliklar goriilmistiir. Cin poplilasyonunda 66 kisinden aliman sag
ornekleriyle yapilan bir bagka c¢aligmada, endojen GHB seviyeleri 0.28—4.91 ng/mg
araliginda tespit edilmistir ve bu c¢alisma da kadin ve erkek bireylerin endojen
seviyelerinde anlamli farlilik bulmustur (Shi vd., 2016). Thomas ve ark. (2020)
tarafindan Amerika’da 214 kisi lizerinde yapilan bir arastirmada ise seviye 0,4-5,47
ng/mg araliginda tespit edilmistir. Baz1 arastirmalar endojen GHB seviyelerinin yas,
cinsiyet ve popiilasyona gore araligin degisebildigini gostermistir (Haller vd., 2006;
Shi vd., 2016; Vaiano vd., 2016). Ornegin, Haller ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada,
endojen GHB seviyelerini Kafkas irkinda diger etnik kokenli gruplara gére daha diigiik
bulduklarini belirtmistir.

Cizelge 4. Endojen GHB Seviyelerini Sag Orneklerinde Belirleyen Arastirmalar

Yil Ulke Arastirmacilar | Analiz Metodu | Ornek |  Bulunan
sayist Seviyeler
(ng/mg)
2003 Fransa Kintz ve ark. GC-MS/MS 24 0.5-12.0
2015 Italya Bertol ve ark. | HPLC-MS/MS | 30 0.58 -5.09

2016 Cin Shi ve ark. GC-MS/MS 66 0.28-4.91

2016 Italya Vaiano ve GC-MS/MS 150 0.27-2.84
ark.

2019 | Almanya | Martz ve ark. LC-MS/MS 88 0.619-1.388

2020 ABD Thomas ve LC-MS/MS 214 0.4-5.47
ark.
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Aragtirmamiz sonucunda Tiirk popiilasyonundaki (n=73) sag¢ 6rneklerinde, endojen
GHB seviyeleri 0.965-5.434 ng/mg (ortalama 1.857 + 0.860) araliginda bulunmustur.
Literatiirde yapilan diger arastirmalarda endojen GHB seviyeleri 0,1 ile 12 ng/mg
arasinda bir dagilim gostermistir ve sonucumuz diger arastirmalarla uyumludur. Bu
bakimdan arastirmamizdan elde edilen sonuglar literatiirdeki diger arastirmalar ile

uyumludur.

Arastirmamizda endojen seviyelerin belirlenmesinin ardindan yapilan istatiksel
analizlerde, kadin ve erkek bireyler arasinda anlamli bir farlilik tespit edilmemistir.
Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda; Kintz ve ark. (2003) calismalarinda (n=24)
kadin ve erkek bireyler arasinda anlamli farklilik bulamamistir. Bertol ve ark. (2015)
calismalarinda (n=30) benzer sekilde cinsiyetler arasinda anlamli bir farlilik
bulamamistir. Sa¢ segmentlerinde endojen GHB seviyelerini belirleyen bir diger
caligmada da (n=88) cinsiyetler arasinda farlilik bulunamamistir (Martz vd., 2019).
Calismamiz bu arastirmalarin sonucu ile uyumludur ancak Cin popiilasyonunda
(n=66) Shi ve ark. (2016) yaptig1 caligmada erkek bireylerin endojen GHB seviyelerini
kadin bireylerden anlamli &lgiide yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde Italyan
populasyonunda (n=150) Vaiano ve ark. (2016) yaptig1 ¢calismada da erkek bireylerin
endojen GHB seviyeleri kadin bireylerden daha yiiksek bulunmustur. Thomas ve ark.
(2020) Amerika’da yapilan arastirmada (n=214) erkeklerin GHB seviyelerinin
kadinlardan daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Calismamiz bu anlamda
literatiirdeki bu ii¢ ¢alismanin sonuglariyla farlilik gostermektedir. Arastirmamizda
kadin (n=27) ve erkek (n=46) bireylerin sayisinin esit olmamasi, istatistiksel analiz
sonuglarini etkileyebilecek 6nemli bir faktor olarak degerlendirilebilir. Kadin ve erkek
bireylerin esit ya da benzer sayilarda yer aldig1 bir 6rneklemle yapilacak analizlerin,

daha giivenilir ve dengeli sonuglar saglayacagini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda yas gruplar1 arasinda istatiksel farklar incelendiginde, 18-29 yas
grubu (n=33) ile hem 30-50 yas grubu (n=30) hem de 50 yas lstii grubu (n=10)
arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (p= 0.009, p= 0.031,
sirastyla p degerleri). 18-29 yas grubunda ortalama olarak daha diisiik endojen GHB
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seviyeleri belirlenmistir. Vaiano ve ark. (2016) calismasinda yas gruplarini benzer
sekilde gruplandirmistir ve 30 yas alti grupta en yiliksek GHB seviyelerini tespit
etmiglerdir. Calismamizin bulgulart bu acgidan da uyum gostermemektedir.
Aragtirmamizda yas gruplarii cinsiyetler bazinda degerlendirdigimizde, erkeklerde
tiim yas gruplari arasinda endojen GHB seviyeleri arasinda anlamli fark bulunmustur.
50 yas tistii erkek grubunun endojen GHB seviyelerinin ortalamasi diger iki gruba gore
daha yuksektir. Erkek bireylerde yas grubu arttikga endojen GHB seviyelerinin artmis
olmas1 dikkat ¢ekici bir bulgudur ve literatiirde benzer bir sonuca rastlanmamistir.
Kadinlarda yas gruplar1 kendi aralarinda incelendiginde ise, yalnizca 18-29 yas grubu
ile 50 yas Ustii grubundaki seviyeler arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur.
Erkeklerin sonuglarima benzer sekilde 50 yas fstii grubundaki endojen GHB
seviyelerinin ortalamasi daha yiiksektir. Vaiano ve ark. (2016) yas gruplarini cinsiyet
bazinda degerlendirdiginde ise, erkek bireylerde 30 yas alt1 grubunda ortalama olarak
en yiiksek endojen seviyelerin tespit edildigini belirtmislerdir. Kadinlarda ise tiim yas
gruplarinda yakin araliklarda endojen GHB seviyeleri tespit edildiginden anlamli bir
farklilik bulamamigslardir. Calismamizin sonuglart farlilik gostermektedir. Ancak
calismamizda 50 yas iistii (n=10) grubunda diger gruplara kiyasla daha az kisi
bulunmaktadir. Bu baglamda sonuclarin degerlendirilmesinde dikkatli olunmasi
gerektigini ve daha anlaml sonuglar i¢in yas gruplarinin esit dagildigi bir calismaya
ihtiya¢ duyuldugunu belirtmekteyiz. Bunlarin yaninda yas gruplar arasinda farklilik
bulmayan ¢alismalar da bulunmaktadir. Bertol ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada yas
gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlami bir fark bulamamistir. Benzer sekilde Martz
ve ark. (2019) da yas gruplar1 arasinda anlamli bir farhligin bulunmadigin
belirtmiglerdir. Arastirmamizin sonuglari bu ¢aligmalarla da uyum gostermemektedir.
Yapilan arastirmalar ve calismamiz, yas faktoriiniin endojen GHB seviyeleri
lizerindeki etkisinin tartigmali oldugunu ve bu alanda daha ¢ok arastirmaya ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir.

Aragtirmamiz kapsaminda, bireylerin sigara kullanip kullanmamasinin endojen GHB
seviyelerinde bir etkisi olup olmadig istatiksel olarak analiz edilmistir. Calismamizda
sigara kullanan kisiler (n=32) ve kullanmayan (n=41) bireylerin endojen GHB

seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamuistir. Literatiirde sigaranin etkisini
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aragtiran bir c¢alisma bulunmaktadir (Moriya vd., 2006). Calismada idrar
orneklerindeki (n=20) endojen GHB seviyeleri arastirmis ve sigara igen bireylerin
seviyelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Moriya ve ark. (2006), nikotinin
merkezi sinir sistemi (MSS) iizerindeki uyarici etkilerinin endojen GHB olusumunda
artisa neden olabilecegini One siirmiislerdir. Ancak, ¢alismamizda elde ettigimiz
bulgular bu hipotezle uyum gostermemektedir. Bu durum, sigara kullaniminin GHB
biyosentezi tizerindeki etkilerinin daha karmagik mekanizmalara bagli olabilecegini
distindiirmektedir. Konuya iliskin daha genis katilimci gruplarimi kapsayan
yiiriitiilecek ileri arastirmalar, endojen GHB {iretimini etkileyen faktorlerin daha iyi

anlasilmasina katkida bulunacaktir.

Yiiksek lisans tez ¢alismamizda, Tiirk popiilasyonunda saglikli ve herhangi bir madde
kullanim ge¢misi olmayan 73 bireyden alinan sa¢ drnekleri analiz edilmis ve endojen
GHB seviyelerinin araligi belirlenmis ve arastirmamiz proje Oneri asamasinda
hedeflenen amacina ulasmistir.

e Turk populasyonunda endojen seviyeler 0.965-5.434 ng/mg (ortalama 1.857 +
0.860) araliginda bulunmustur. Yapilan diger arastirmalar, endojen GHB
seviyelerinin 0,1 ile 12 ng/mg arasinda bir dagilim gosterdigini ortaya
koymustur (Thomas vd., 2020). Caligmamizin bulgulart bu aralikla uyumlu
olup, literattirdeki verileri desteklemektedir.

e Ayrica ¢calismamizda endojen seviyelerin yas cinsiyet ve sigara kullanimima
bagl olarak degiskenlik gosterip gostermedigi istatiksel olarak incelenmistir;

e Yapilan istatiksel analizlerin sonucunda, kadin ve erkek bireylerin endojen
seviyeleri arasinda anlamli bir farlilik bulunmamistir (p=0.219). Yas
gruplarinda ise 30-50 yas grubu ile 50 yas iistii gruplar1 arasinda anlamli bir
farlilik bulunmazken (p=0.813); 18-29 yas grubu ile 30-50 yas grubu ve 50 yas
listli grubu arasinda istatiksel olarak anlami bir farlilik bulunmustur (p=0.09,
p=0.031, sirasiyla p degerleri).

e Sigara kullanimina bakildiginda ise, kullanici olan grup ile kullanici olmayan
grubun endojen seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farlilik

bulunamamastir (p<0.0.5)
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Calismamizin bazi kisithiliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle, arastirmamiz belirli bir
popiilasyon ve sinirli bir 6rneklem biiytikligii ile gergeklestirilmistir. Bu durum, elde
edilen sonuglarin genellestirilmesini sinirlamakta ve daha genis, demografik agidan
cesitlilik igeren 6rneklemlerle yapilacak calismalara ihtiyag oldugunu géstermektedir.,
Yas, cinsiyet ve sigara kullanimi gibi gruplar arasindaki 6rneklem sayilarmin esit
olmamasi, istatistiksel analiz sonuglarini etkileme potansiyeline sahip bagka bir
kisithliktir. Aragtirmamiz, yalnizca sa¢ numunelerinde endojen GHB seviyelerine
odaklanmis olup, kan ve idrar gibi diger biyolojik numuneler incelenmemistir. Bu
durum GHB seviyelerinin kapsamli bir analizinin yapilmasini engellemektedir.
Ayrica, GHB seviyelerini etkileyebilecek diyet, yasam tarzi, genetik farkliliklar ve
cevresel faktorler gibi bireysel ve g¢evresel degiskenler detayli bir sekilde
incelenmemistir. Calisma, referans degerlerin olusturulmasinda 6nemli bir baglangi¢
niteliginde olsa da daha genis bir 6rneklem biiylkliigii tizerinde ve idrar, kan gibi
biyolojik numunelerde gerceklestirilecek daha ileri c¢aligmalara gereksinim

duyulmaktadir.

Elde ettigimiz veriler, GHB’nin sagta dogal olarak mevcut olan diizeylerinin
tanimlanmasina ve adli toksikolojik analizlerde kesim degerinin olusturulmasina
yardime1 olacak olmasiyla katki saglayacaktir. Calismamiz, Tiirk popiilasyonunda
endojen GHB seviyelerinin arastirildigi ilk ¢alismasi olmasi nedeniyle literatiire
onemli bir katki sunacaktir. Arastirmamiz, hem adli toksikoloji alanindaki bilgi
birikimine hem de ilerleyen ¢aligmalara referans degeri saglayacak niteliktedir. Daha
genis bir popiilasyon {izerinde gercgeklestirilecek c¢aligmalar, endojen gama-
hidroksibutirat (GHB) seviyelerinin yani sira bu seviyeleri etkileyen faktorlerin daha
kapsamli bir sekilde anlasilmasina yardimci olacaktir. Ayrica, sagin yani sira kan ve
idrar gibi diger biyolojik numunelerde Tiirk popiilasyonu iizerinde yapilacak
arastirmalar, endojen GHB seviyelerinin daha kapsamli bir sekilde belirlenmesine

olanak taniyacaktir.
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Ek.2. Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

BILGILENDIRILMiS GONULLU ONAM FORMU
Arastirmamin adi: Endojen GHB seviyesinin Tiirk Popiilasyonunda Bireylerden Alman Sa¢ Orneklerinde
Belirlenmesi
Sorumlu Arastirmaci: Sareza Bucuka
Arastirmanin Yiiriitiilecegi Yer: Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitust

Sayin goniilli,

Yukarida adi yazili aragtirmaya katilmak iizere davet edilmis, bulunuyorsunuz. Bu aragtirmada yer almay1 kabul
etmeden Once, arastirmanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme ¢ercevesinde
ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Asagidaki bilgileri liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniz olursa sorunuz ve agik
yanitlar isteyiniz.

Aragtirmamizin amaci, Ankara’da yasayan kadin ve erkek bireylerin sa¢ drneklerindeki GHB (gama-hidroksibutrik
asit) seviyelerini incelemektir. GHB, viicutta dogal olarak bulunan bir bilesiktir ve bazi durumlarda digaridan
alinarak kotiiye kullanimi olan bir maddedir. Calismamizda madde ve/veya alkol bagimliligi olmayan, saglikl
bireylerden toplanan sa¢ drneklerinde dogal GHB seviyeleri 6lgiilerek bir sinir deger olusturmak ve cinsiyet,yas
degiskenlerine gore anlamli bir farlilik olup olmadig tespit edilmek istenmektedir.

Bu amagla bu ¢alismaya sizin de goniillii olarak katilmanizi teklif ediyoruz. Bu ¢aligmaya sizin gibi 18 yas iisti
toplam 73 bireyin dahil edilmesi planlanmaktadir. Caligmaya katilmayir kabul ederseniz size kisa bir anket
uygulayacagiz ve basinizin arka kismindan yaklasik bir kursun kalem kalinligina denk sa¢ drnegini sag derinize
miimkiin oldugu kadar yakin sekilde makasla keserek alacagiz. Anketi doldurmaniz yaklasik 5 dakika siirecektir.

Bu aragtirma toplam 12 ay slirmesi planlanmaktadir. Ayrica, bu ¢alismaya sizde dahil 73 eriskin birey katilacaktir.

Bu aragtirmada yer almak tiimiiyle sizin isteginize baglidir. Bu ¢alisma size ve bagli oldugunuz Sosyal Giivenlik
Kurumunuza herhangi mali bir yiik getirmeyecektir. Size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Bu aragtirmanin
sonuglar1 bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Aragtirmadan ¢ekilmeniz ya da arastirmaci tarafindan arastirmadan
¢ikarilmaniz halinde, sizle ilgili veriler kullanilmayacaktir. Ancak veriler bir kez anonimlestikten sonra
aragtirmadan  ¢ekilmeniz miimkiin olmayacaktir. Arastirmadan c¢ekilmeniz tedavinizi hicbir sekilde
etkilemeyecektir. Sizden elde edilen tiim bilgiler gizli tutulacak, arastirma yaymlandiginda da varsa kimlik
bilgilerinizin gizliligi korunacaktir.

Merak ettiginiz bir sey olursa veya bir yan etkiden siiphelendiginizde giiniin 24 saatinde - numarali telefondan
sorumlu aragtirmaciyi arayabilir ve istediklerinizi sorabilirsiniz.

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baslanmadan once goniilliilere verilmesi gereken bilgileri i¢eren toplam 1 sayfa
metni okudum (ya da sozlii olarak dinledim). Eksik kaldigim diisiindiigiim konularda sorularimi arastirmacilara
sordum ve doyurucu yanitlar aldim. Yazili ve sozlii olarak tarafima sunulan tim agiklamalar1 ayrintilariyla
anladigim kanisindayim. Calismaya katilmay: isteyip istemedigim konusunda karar vermem i¢in yeterince zaman
tanindi. Bu c¢alismada bana ne olacagini, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan
ayrilabilecegimi, imzaladigim bu formun bir kopyasinin bana verilecegini biliyorum. Bu kosullar altinda, aragtirma
kapsaminda elde edilen sahsima ait bilgilerin bilimsel amagclarla kullanilmasini, gizlilik kurallarma uyulmak
kaydiyla sunulmasini ve yayinlanmasini, hicbir baski ve zorlama altinda kalmaksizin, kendi 6zgiir irademle kabul
ettigimi beyan ederim.

Bu bilgiler 1siginda elde edilen 6rnegdimin;

o Baska bilimsel calismalarda kullanilmamasini
o Kimligimin gizli tutularak bilimsel amach diger ¢alismalarda da kullaniimasina izin veriyorum.

Gondllandn; Arastirmacinin;

Adi- soyadr: Adi- soyadi:
Tarih: Tarih:
Imza: Imza:
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