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OZET

Siklosporin A (CsA) 11 amino asit igeren halkasal yapida bir polipeptittir ve giiclii
bir immiinsiipresif ilactir. Organ ve kemik iligi transplantasyonu sonrasi red reaksiyonunun
onlenmesinde kullanilir. Ayrica otoimmiin hastaliklar ile graft-versus-host hastaligi
tedavisinde de kullanilir. Siklosporin A etkinlik ve toksisite arasinda dar bir terapotik aralik
sergiler. Siklosporin A renal, hepatik ve immiinolojik komplikasyonlara neden olabilir ve
bunlardan bazilart ciddi yan etkilerdir. Bobrek yetmezligi ve lenfoma gibi artmis malignite
riski 6nemli yan etkilerdendir. Ek olarak, CsA’nin bireyler ve etnik gruplar arasindaki
farmakodinamik ve farmakokinetik ¢esitliligi genistir. Siklosporin A kan diizeyi izlenimi bu
yiizden zorunlu bir gerekliliktir.

Biyolojik numunelerde CsA ilag diizeyi izlemi i¢in immiinassay, yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile kombine edilmis ultraviyole dedektér (HPLC-
UV) ve HPLC ile kombine edilmis kiitle dedektor (LC/MS/MS) gibi analitik teknikler
mevcuttur.

Bu c¢aligmanin amacit kan CsA ilag diizeyinin belirlenmesinde kullanilan bir
immiinassay yontem olan antibody conjugate magnetic immiinassay (ACMIA) yontemini
immiinsiipresif ila¢ izlenimi i¢in daha sensitif ve daha selektif bir metot olan sivi
kromatografi-tandem mass spektrometre (LC/MS/MS) ile Kkarsilastirmaktir. Cesitli
hastaliklardan dolay1 CsA ilaci kullanan 50 hasta ¢alismaya dahil edildi. Her hastadan 2 tam
kan tiipii alindi1 ve ACMIA ile LC/MS/MS yontemi ile analiz edildi. Calismada iki yontem
arasinda korelasyon katsayisi 0.857 olarak bulundu. Regresyon analizinde ise iki yontem
arasindaki denklemde [LC/MS/MS metodu (x) ve ACMIA (y) ekseni] egim 1.437 kesim
noktas1 25.66 ve R?0.735 olarak bulundu. iki yontem arasinda sistematik bir hata bulundu ve
genel olarak LC/MS/MS yonteminin ACMIA yontemine gore %42 oraninda daha diisiik
okuma yaptig1 gozlendi. Tandem mass spektrometre yontemi gesitli immiinsiipresif ilaglart
birlikte analiz edebilmektedir ve bu durum ilag izlemi i¢in gereken maliyeti diisiirmektedir.
Tandem mass spektrometre yontemi daha once kullanilan immunassay yoOnteme gore
immiinsiipresif ilaglar i¢in daha sensitif, daha selektif ve daha genis bir lineer araliga
sahiptir. Sonug olarak bu yontem tam kanda immiinsiipresif ilag diizeyi izlemi igin

immiinassay yontemlere alternatif olarak kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Siklosporin A, sivi kromatografi-tandem mass spektrometre, antikor

bagli manyetik immunassay, terapétik ilag diizeyi izlemi



ABSTRACT

Cyclosporine A (CsA) is a cyclic endecapeptide and a potent immunosuppressive
drug. It is used as an immunosuppressant to prevent rejection of transplant organs and bone
marrow. Cyclosporine A is also used for the treatment of autoimmune diseases and graft-
versus-host disease. Cyclosporine A exhibits a narrow therapeutic range between efficacy
and toxicity. Cyclosporine A may cause numerous side effects including renal, hepatic and
immunological complications and some of them are serious. Renal dysfunction and
increased risk of developing malignant diseases such as lymphoma are some of the serious
side effects. In addition, the inter-individual and intra-individual pharmacodynamics and
pharmacokinetic variability of CsA is large. Therefore constant monitoring of the CsA
concentration is mandatory.

Several analytical methods are available for the determination of CsA in biological
specimen for therapeutic drug monitoring purpose, such as immunoassays, liquid
chromatography coupled with ultraviolet detection (HPLC-UV) and liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (LC/MS/MS).

The aim of this study is to compare an immunoassay method, antibody conjugate
magnetic immunoassay (ACMIA), with a more sensitive and selective method, liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) for CsA determination. 50
volunteers using CsA drug due to various diseases included in this study. Two whole blood
samples were drawn from each subject included in this study and analyzed with ACMIA and
LC/MS/MS methods. In this comparative study, a correlation (r=0.857) was found between
two methods. Regression analysis [LC/MS/MS method (x) and ACMIA (y)] yielded a slope
of 1.437, an intercept of 25.66, and R* 0.735. There was a systematic deviation between
LC/MS/MS and ACMIA (42% lower than ACMIA). It is possible to detect several
immunosuppressants simultaneously, thus significantly lowering the cost of analysis.
LC/MS/MS method is more sensitive, more selective and have a larger linear range for
immunosuppressant drugs than the previously used immunoassay method. In conclusion, this
method may be preferred to immunoassays for the routine clinical measurement of

immunosuppressive drug concentrations in whole blood.

Key Words: Cyclosporine A, liquid chromatography-tandem mass spectrometry, antibody

conjugate magnetic immunoassay, therapeutic drug monitoring
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1. GIRIS ve AMAC

Siklosporin A (CsA) 11 amino asit igeren fungal kaynakli halkasal yapida bir
polipeptittir. Molekiiler agirligi 1202.6 dalton olup potent bir immiinsiipresiftir (1).
Siklosporin A organ transplantasyonlarinda allograftlarin red reaksiyonunun
onlenmesinde, graft-versus-host reaksiyonu gelisiminin énlenmesinde ve tedavisinde
ayrica bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (2). Siklosporin A
dar terapétik aralik sergiler ve bazi toksik etkiler gosterebilmektedir. immiinolojik,
hepatik, renal ve norolojik komplikasyonlar neden olabilecegi bazi yan etkilerdir.
Non-Hodgkin lenfoma gibi malignite riski CsA kullanimina bagli olusabilecek
onemli bir yan etkidir. EK olarak, aktif ilacin kan diizeyleri bireyler ve etnik gruplar
arasinda onemli degisiklik gostermektedir. Bu nedenle, CsA kan konsantrasyonu
terapétik ilag diizeyi izlemi (TIDI) ile dikkatli bir sekilde takip edilmelidir (3, 4).

Immiinsiipresif ilaclarin terapotik ilag diizeyi izlemi 1980’lerin basinda
CsA’nin taninmasindan sonra baslamistir. Immiinsiipresif ilaglarin yan etkilerini ve
red riskini azaltmak icin gerekli olan kan ve/veya plazma ilag seviyesini terapotik ilag
diizeyi izlemi ile korumak gerekir ve bu hasta bakiminin 6nemli bir pargasidir (5).

Hasta tedavisinde etkili dozajin saglanmasi i¢in biyolojik numune ilag
konsantrasyonunu dogru ve kesin bir sekilde Olgmek gerekmektedir. Klinik
laboratuvarlarin bu performans kriterlerini saglayabilecek en uygun analitik metodla
calismalar1 bir ihtiyagtir. Biyolojik numunelerde immiinsiipresan ilag¢ izlenimi igin
herbiri belirli avantaj ve sinirlamalara sahip birka¢ analitik teknik mevcuttur. Bu
teknikler immunassay (IA), yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
kombine edilmis ultraviyole dedektor (HPLC-UV) ve HPLC ile kombine edilmis
kiitle dedektor (LC/MS/MS) gibi yontemleri icermektedir.

Immiinassay yontemler CsA ilag diizeyini 6l¢gmek igin klinik laboratuvarlarda
en ¢ok kullanilan yontemdir. Ancak CsSA diizeyi dogruluk ve oOzgiinliigi icin
konsensus belgelerinde onerilen kriterleri tam olarak yerine getiremedigine dair
endiseler bulunmaktadir. Buna karsilik LC/MS/MS yontemi CsA 6l¢iimii igin yiiksek
dogruluk ve 6zgiinliik gosteren bir yontemdir. Boylece CsA diizeyi daha dogru bir
sekilde olglilmektedir (6).
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Bu calismamizda CsA ilag tedavisi alan kisilerin tam kan CsA ilag diizeyini
Immunassay yontemi ve immiinsiipresan ilag diizeyi Ol¢imiinde altin standart
yontem olarak kabul edilen LC/MS/MS yontemi ile 6lgmeyi ve karsilastirmayi
amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklosporin A

2.1.1. Siklosporin A’nin yapisi

Siklosporin A Norveg’in gilineyinde yer alan Harganger Vidda bolgesinde
bulunan Tolypocladium Inflatum Gams isimli fungustan elde edilen giiclii
immiinsiipresif aktiviteye sahip halkasal yapida bir polipeptiddir. 11 amino asitten
olusur ve molekiiler agirhigi 1202.6 daltondur (1). CsA’nin kimyasal yapisinin
kendine has oOzellikleri bulunmaktadir. Yapisinda iki siradist aminoasit
bulunmaktadir. Bunlar birinci siradaki 3-hidroksi-4-metil-2-metilamino-6-oktonoik
asit (MeBmt) ve ikinci siradaki a-aminobutirik asittir. Onbir aminoasitten yedisi
metillenmis halde bulunmaktadir ve sekizinci siradaki alanin aminoasidi
D konfigiirasyonuna (D-Ala) sahiptir (7). Borel ve arkadaslari tarafindan 1972
yilinda Isvigre’de bulunan Sandoz laboratuvarinda kesfedilmistir. Baslangigta yeni
bir antifungal ila¢ i¢in arastirma yapilirken kesfedilmistir ve birgok immiinolojik
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu 6zellikleri CsA’y1 bobrek ve diger solid organ

transplantasyonu sonras1 immiinsiipresif etki i¢in ilgi ¢ekici bir ajan yapmustir (8).
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Sekil 1. A: Siklosporin A’nin kimyasal yapisi; Ce2H11:N11012 (9) B: Siklosporin A’nin

yapisinda bulunan aminoasitler (7).



2.1.2. Siklosporin A’nin tedavi amach kullanim alanlari

Siklosporin A’nin allograft organ nakli alicisinda akut reddin bastirilmasinda
etkili oldugu gosterilmistir. Bobrek, kalp, karaciger, pankreas ve kemik iligi
transplantasyonlarinda kullanilmak iizere onaylanmistir. Ayrica kemik iligi
transplantasyonu sonrasi gozlenebilen graft-versus-host reaksiyonunun dnlenmesi ve
gelismisse tedavisinde ve bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Otoimmiin hastalik grubunda iiveit, diyabetes mellitus, multipl skleroz, psoériazis ve
romatoid artrit sayilabilir (2, 10).

Romatoid artritte metotreksata yanit vermeyen ciddi olgularda kullanilabilir.
Siklosporin metotreksat ile birlikte kullanilabilir ancak bu durumda her iki ilacin da
kan diizeyi ¢ok dikkatli bir sekilde izlenmelidir. Psoriazis, atopik dermatit ve
nefrotik sendrom olgularinda da tedaviye yanitsizhk durumunda CsA
kullanilmaktadir (9).

Siklosporin A basta glukokortikoidler olmak iizere azatioprin, mikofenolat
mofetil ve sirolimus gibi diger immiinsiipresif ilaglar ile birlikte kullanilabilir.
Kullanilacak siklosporin dozu yapilan organ transplantasyonu ve tedavi

protokoliindeki diger ila¢ dozlarina gore degisim gosterebilmektedir (9).

2.1.3. Siklosporin A’nin etki mekanizmasi

Siklosporin A bir kalsinérin inhibitorii olarak kabul edilir ancak gergekte ¢ok
yonlii  bir mekanizma ile T lenfositlerin aktivasyonunu bloke ederek
immiinsiipresyon saglar (11). CsA hiicre zarlarin1 kolayca gegebilecek lipofilik
yapida bir peptiddir. Siklosporin A lenfosit membranini serbest bir sekilde geger ve
sitoplazmada farmakolojik olarak aktif bir kompleks olusturacagi siklofilin ile
etkilesir. Bu kompleks serin/treonin spesifik bir protein fosfataz olan kalsinorine
baglanir ve aktive T niikleer faktor (nuclear factor of activated T, NFAT)’iin
stoplazmik komponentinin Ca*? bagimli defosforilasyonunu inhibe eder. NFAT nin
stoplazmik komponenti defosforile oldugunda ¢ekirdege geger ve cekirdekte

NFAT’nin niikleer komponenti ile kompleks olusturur. Bu kompleks T hiicrelerinin
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aktivasyonu i¢in gerekli olan interlokin-2 (IL-2) ve diger lenfokinlerin olusumu igin

gen uyarimi yapar (Sekil 2).
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Sekil 2. Kalsinorin yolagi (12)

Kalsinorinin enzimatik aktivitesi siklosporin/siklofilin kompleksi ile fiziksel
etkilesimi sonrasi inhibe edilmis olur. Boylece NFAT nin stoplazmik komponentinin
defosforilasyonu gergeklesemez. Defosforile olmamis stoplazmik NFAT c¢ekirdege
gecemez, gen transkripsiyonu ger¢eklesmez.  Siklosporin A  tarafindan
gerceklestirilen bu inhibisyon sonrast IL-2, interlokin-3, interlokin-4 ve
interlokin-12 gibi sitokinlerin; tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) gibi inflamatuvar
medyatdrlerin yanisira graniilosit ve/veya makrofaj koloni stimiile edici faktor gibi
biiyiime faktorlerinin gen ekspresyonu baskilanmaktadir  (Sekil 3). Boylece T
lenfosit spesifik antijenik uyariya cevapta basarisiz olmus olur. Siklosporin A ayrica
T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitotoksik T hiicrelerinin olusumunu saglayan IL-2’nin

giiclii bir inhibitori olan transforming growth factor f (TGF-B)’nin ekspresyonunu
arttirir (2, 9, 13).
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Sekil 3. Siklosporin A’nin etki mekanizmasi (9)

2.1.4. Siklosporin A’nin viicutta dagilim ve farmakokinetigi

Siklosporin A intravendz veya oral olarak tatbik edilebilir. Siklosporinin oral
olarak kullanilabilen modifiye (Gengraf, Neoral) ve non-modifiye (Sandimmune)
olmak {iizere iki formu bulunmaktadir. Modifiye edilmis mikroemiilsiyon seklindeki
form (Neoral) emilimi arttirmak igin gelistirilmistir ve kullanim igin Amerika
Birlesik Devlet’lerinde Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA)
tarafindan 1995 yilinda onaylanmigtir. Modifiye form Sandimmune ile
karsilagtirildiginda daha ytliksek bir biyoyararlanima sahip oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte tiim formiilasyonlarin yetersiz ve degisken bir emilim o6zelligi
gosterdigi ve %5-60 araliginda ortalamasi %30 olan bir biyoyararlanim gosterdigi

kabul edilmektedir. Neoral ve Sandimmune biyoesdeger ilaglar olmadigina gore bir



doktor denetiminde olmadan ve kan ila¢g konsantrasyonu izlenimi yapilmadan
birbirinin yerine kullanilamaz (2, 9).

Ilag oral verildikten sonra en yiiksek konsantrasyona non-modifiye formda 2-
6 saat sonra, modifiye formda ise 1-2 saat sonra erisilir. Non-modifiye form
uygulandiginda bazen uygulamadan 5 veya 6 saat sonra ikinci bir pik elde edilir.
[lacin gida ile birlikte uygulanmasi emilimi hem geciktirir hem de azaltir.

Siklosporin A yaygin olarak vaskiiler kompartman disinda dagilir. Kanda
CsA ozellikle eritrosit iginde yogun bir sekilde bulunmaktadir. Plazmada yiiksek
derecede (~%90) proteinlere baghdir. Ozellikle lipoproteinler olmak iizere albiimin
ve globiilin gibi proteinlere baglanir. Ayrica yiiksek dagilim hacmine sahip oldugu
bilinmektedir. Dagilim hacminin solid organ transplant alicilarinda intravenoz
uygulanim sonrasi 3-5 litre/kg kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (2, 9, 14).
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Sekil 4. Siklosporin A’nin viicut iginde dagilim1 ve eliminasyonu (7)



Siklosporin A yaygin olarak karacigerde sitokrom P-450 3A (CYP3A) enzim
sistemi tarafindan metabolize edilmektedir (15). Ayrica diisiikk oranda gastrointestinal
sistem ve bobreklerde de metabolize olmaktadir. Sadece %0.1°1 idrarla degismeden
atilir. Siklosporin A’nin kan, safra, idrar ve feges gibi biyolojik numunelerde en az
25 metaboliti tanimlanmistir. CSA metabolizmasi sonrasi olusan metabolitlerin ¢cogu
inaktif durumdadir. Metabolitlerin hepsi ana ilaca kiyasla hem daha diisiik biyolojik
aktivitede hem de daha diisiik toksik etkiye sahiptir (9). CSA metabolizmasi sonrasi
olusan ana metabolitler olan AM1, AM9 ve AM4N bugiline kadar tespit edilen en
aktif metabolitlerdir. AM1 en etkin olan metabolit olmasina ragmen ana ilacin %10-
20’si kadar immiinsiipresif etkiye sahiptir (15).

Siklosporin A ve metabolitleri sadece %6’s1 idrarla olmak {izere esas olarak
safra yolu ile atilir. Idrarla atilimi az oldugundan dolayi diyaliz ve bobrek yetmezligi
gibi durumlarda genel olarak doz ayarlanmasina gereksinim yoktur. Ancak karaciger
disfonksiyonu olan durumlarda mutlaka doz ayarlanmasi yapilmalidir (9).

Sitokrom P-450 3A’nin degisken sentezlenmesi ve ince bagirsakta bulunan P-
glikoprotein olarak adlandirilan ¢oklu ilag disa akis pompast kombinasyonu oral
uygulama sonrasi siklosporin emilimi i¢in dogal bir bariyer gibi ¢aligmaktadir. Bu
kombinasyonun hastalar arasi biyoyararlanimin ¢ok degisken olmasin
aciklayabilecegi diisiiniilmektedir.

[lacin yar1 émrii uygulanan formulasyona ve hastaya gére degiskenlik
gostermektedir. Modifiye form 5-18 saatlik, nonmodifiye form ise 10-27 saatlik bir

yar1 0mre sahiptir (2).
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Sekil 5. Siklosporin A metabolizmasi sonucu olusan metabolitler (15)

2.1.5. Siklosporin A ve ilag etkilesimleri

Siklosporin A sik kullanilan birgok ilag ile etkilesim gosterebilir. Mikrozomal
enzim sistemini, ozellikle de CYP3A mikrozomal enzim sistemi etkileyen herhangi
bir ilag CsA kan ila¢ diizeyini degisik sekillerde etkileyebilir. CYP3A mikrozomal
enzim sistemini inhibe edecek ilag kullanimi1 CsA kan ilag diizeyinin artmasina neden
olacaktir. Bu ilaglara kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, nikardipin), antifungal
ajanlar (flukonazol, ketokonazol) ve antibiyotik (eritromisin) gibi ilaglar 6rnek
olarak gosterilebilir.

Tam tersine CYP3A enzim sistemini aktive edecek ilag kullanimi ise CsA
kan ila¢ diizeyinin azalmasina neden olacaktir. Bu ilaglara da antikonviilsan
(fenobarbital, fenitoin) ve bazi antibiyotikler (rifampin, nafsilin) 6rnek olarak
gosterilebilir. Bunun sonucunda gerekli tedavi dozunun saglanamamasi veya toksik

etki gosterecek dozun ortaya ¢ikmasi gibi bir durum meydana gelebilir. Bu nedenle

10



bu ilaglarla birlikte kullanimi durumunda siklosporin A’nin kan ilag¢ diizeyi dikkatli

bir sekilde takip edilmelidir (9).

2.1.6. Siklosporin A toksisitesi

Siklosporin A sahip oldugu immiinsiipresif 6zellikleri ile ¢esitli immiinolojik
hastaligr olan bireylerde veya organ transplantasyonu yapilan hastalarda yasam
kalitesi ve hayatta kalma siiresinde artma gibi ¢ok 6nemli etkiler gostermistir. Buna
ragmen CsA bobrek disfonksiyonu, hipertansiyon, tremor ve diseti hipertrofisi gibi
yan etkilere neden olmaktadir. Bu yan etkilerin bobrek, karaciger, pankreas, kalp
ve sinir sistemi gibi ¢esitli dokularda histopatolojik degisikliklere neden oldugu
kanitlanmustir (7, 16, 17). Ayrica CsA kullaniminin hiperkalemi, artmis malignite
riski ve diyabetes mellitus (DM) gibi yan etkilere neden oldugu diisiiniilmektedir
(18, 19).

Kalsinorin inhibitorleri (CsA, Takrolimus) ile DM gelisimi arasinda iligki
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. CsA kullanan olgularda pankreasin
langerhans adaciklarinda [B-hiicrelerinin hacmi azalirken insiilin {iretimi ve
salgilanmasi inhibe edildigi gozlemlenmistir. Bazi ¢alismalarda takrolimus kullanan
post-transplant olgularinda hiperglisemi ve DM gelisme riskinin CsA kullanan
hastalara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (7, 18-20).

Gerhard ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada transplant hastalarinda
immiinsiipresyon i¢gin CsA ve azatiopirin kombinasyonu uygulandiginda
non-hodgkin lenfoma riskinin arttigin1 belirtmislerdir. Ancak CsA tek bagina
uygulandiginda lenfoma riskinde herhangi bir artisin goriilmedigini de belirtmislerdir
(4).

Siklosporin A tedavisi ile birlikte hipertansiyon goriilme sikligi yiiksektir.
Yapilan ¢esitli calismalarda ilacin uygulanmasindan sonraki gilinlerde hastalarda
sistemik vaskiiler direngte artig gosterilmistir (21). CsA uygulanmasi sonrasi olusan
hipertansiyon bozulmus sirkadiyen ritim ve fizyolojik olarak goriilen gece kan
basincindaki diigmenin olmamas ile karakterizedir. Hastalar gece basagrisi ve sik
idrara ¢ikma sikayetleri tarif etmiglerdir. Retina kanamalar1 ve merkezi sinir sistemi

belirtilerinin eslik ettigi hipertansiyon en sik gece vakitlerinde kayit edilmistir (22).
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Ayrica bu hastalarda kardiyovaskiiler morbidite ve mortalitenin 6nemli bir
belirleyicisi olan sol ventrikiil hipertrofisi de gézlenmistir (23).

Siklosporin A ile tedavi edilen transplant hastalarinda fungal ve bakteriyel
enfeksiyon riski diger immiinstipresif tedavi rejimleri uygulanan hastalara gore daha
diisik bulunmustur. Bu durumun daha diisiik steroid kullanimina iligkin oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bu hastalarda daha yiiksek viral enfeksiyon (6zellikle
herpes simpleks, herpes zoster ve sitomegaloviriis) ve pnémosistis karini pnémonisi
riski bulunmaktadir (7).

Bobrek disfonksiyonu CsA tedavisinin ana komplikasyonudur. Nefrotoksisite
tedavinin kesilmesi veya modifikasyonu i¢in onemli bir gostergedir. CsA’nin
nefrotoksik potansiyeli ilk olarak Sir Roy Calne ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada ifade edilmistir. CsA’nin nefrotoksik etkisi akut ve kronik etki olarak ikiye
ayrilabilir. Akut olarak CsA bobrek kan akimi azalmasi, afferent arteriol
vazokonstriksiyonu, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ve renal vaskiiler direngte
artma gibi etkilere neden olabilir. Bu etkilerin nedeni tam olarak bilinmemekle
birlikte CsA’nin vazoaktif faktorlerin salinmasi ve transkripsiyonel diizenlemeyle bu
etkilere neden oldugu disiiniilmektedir. Kronik olarak CsA’nin renin-anjiyotensin-
aldosteron eksenini inhibe etme, TGF-p gibi profibrotik faktorlerle ilgili genleri
aktive etme ve boObregin hipoksiye en duyarli bolgelerinde goreceli bir iskemi
olusturma gibi etkileri vardir (2, 7, 9). Kisa siireli CsA tedavisi ile olusan nefropati
geri-dontisimlii olmakla birlikte, uzun siireli CsA kullanimi sonucu olusan
vazokonstriksiyon akut tiibiiler skleroz ve interstisyumda geri-doniisiimsiiz tiibiler
lezyonlara neden olabilir. Sonu¢ olarak bu kronik ve geri-doniisiimsiiz
nefrotoksisiteye sebep olabilir (24).

Siklosporin A’nin dar terapotik aralik sergilemesi ve goriilen yan etkilere ek
olarak aktif ilacin kan diizeyi bireyler ve farkli etnik gruplar arasinda Onemli
derecede degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle CsA tedavisi uygulanan hastalarda
basar1 elde edilmesi i¢in optimal immiinsiipresif tedavi uygulanmalidir. Bunun i¢in

de CsA kan ilag diizeyi TIDI ile dikkatli bir sekilde izlenmelidir (3).
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2.2. Terapotik Ila¢ Diizeyi Izlemi

Gecgmisten glinlimiize yeni bir ilag gelistirilmekteki amac¢ tedavi etkinligi
yiiksek olan ve bunun yaninda toksik etkisi en az olan ilact doktorlarin hizmetine
sunmak olmustur. Bir ilacin terapotik ve toksik etkisinin uygulanan doz ile yakindan
ilgili oldugu bilinmektedir. Baz1 ilaglarda klinik gozlem ve deneylere dayanilarak
elde edilen standart doz uygulamasi herhangi bir sorun olusturmaz. Ancak kalp
hastaliklari, astim, bakteriyel enfeksiyonlar, transplantasyon uygulanmasi gibi
immiinsupresyonun gerektigi durumlar ve psikiyatrik olgularda kullanilan ilaglarda
toksik etkinin gelisimini 6nlemek icin her hasta i¢in dozun bireysellestirilmesi
gerekmektedir. Bu yoniiyle TIDI hastani klinik izlemi agisindan oldukg¢a énemlidir
(25).

Multidisipliner klinik bir aktivite olan Terapétik Ila¢ Diizeyi Izlemi hastanin
en iyi cevap verdigi ilag ve dozunun se¢imini kolaylastirir ve tedavi uyum ve
etkinliginin degerlendirilmesine olanak saglar. TIDI ayrica ilag-ila¢ etkilesimleri
tespitini kolaylastirir ve ilaca bagli toksisitenin belirlenmesi i¢in bir temel olusturur.
TIDI multidisipliner bir yaklasim gerektirir ve tedaviyi uygulayan hekim, Klinik
laborant, Klinik farmakolog, eczaci ve kan orneklerinin aliminda rol alan hemsire
gibi personelin bu siiregte gdrev almasi1 gerekmektedir. Ila¢ diizeyi izlemi ilk olarak
yaklasik 40 sene Once yapilmaya baslanmis ve o yillarda Olclimler daha ¢ok
arastirma amagh olarak yapilmistir. ‘Biyolojik sivilarin i¢indeki ilag konsantrasyonu
ile ilacin etkisi arasinda bir iliski varsa, biyolojik sivilarin ila¢ konsantrasyonlarinin
olgiilmesi hasta bakimi igin yararli olacaktir’ ilkesi geregi 1970°li yillarda TIDI
klinik laboratuvarlarda yer almaya baslamis ve hasta takibinde 6nemli bir yer
edinmistir (2, 25).

[laglarin eliminasyon ve/veya metabolizmasim etkileyen birgok faktdr
bulunmaktadir. Buna bagli olarak dolasimdaki ila¢ konsantrasyonu ve etkisi kisiden
kisiye farklilik gostermektedir. Bu nedenle 6zellikle bazi ilag veya ila¢ gruplariin
dolasimdaki konsantrasyonunun dikkatli bir sekilde izlenmesi hasta takibi agisindan
biiyiilk 6nem arz etmektedir. Aksi takdirde kardiyak rahatsizlik, aritmi, organ
yetmezligi ve organ reddi gibi ciddi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir
(25).
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Terapotik ilag diizeyi izlemi bir ilacin numune alma anindaki farmakokinetik
durumunu agiklar. Farmakokinetik spesifik bir ilacin biyolojik sistemlerde belirli bir
ilag konsantrasyonu olusumunda rol alan emilim, dagilim ve eliminasyon gibi
parametrelerle verilen ilag dozu arasindaki iliskiyi inceleyen bilimdir. Aym1 doz
ilacin farkli bireylerde degisik ilag konsantrasyonuna neden olmasinda ilacin
farmakokinetik 6zellikleri onemli rol almaktadir. Bununla birlikte analiz sonucu elde
edilen deger tek basina degerlendirilmemelidir. Tedavi edilen hastalik, ilacla
tedaviye baglama zamani, hastanin tibbi durumu, ilacin dozu, ilacin hangi
araliklarla verildigi, hastanin kullandig1 diger ilaglar, hastanin cinsiyeti, agirligi ve
boyu gibi ozelliklerle birlikte degerlendirilmelidir. Sonug¢ olarak daha onceden de
deginildigi gibi TIDI multidisipliner yaklasim gerektiren bir siirectir (2, 25).

Klinikte kullanilan bazi ilaglar i¢in etkinlik i¢in bireyler arasi varyasyon
bulunmasina ragmen, bu ilaglarin neden oldugu yan etkiler biyokimyasal ve klinik
olarak gdzlemlenebilmektedir. Ilacin farmakokinetik ozellikleri yaninda ilag
konsantrasyonuna etki edebilecek diger parametreleri de kapsayacak ve tedavi
etkinligini gosterecek bir klinik parametre (viicut sicakligi, kan basinci, agri,
kardiyak ritim vb.) veya biyokimyasal parametre (Kkolesterol, kan sekeri vb.)
dogrudan degerlendirilebiliyorsa ilag izlenimi etkinligi azalmaktadir. Ancak 6zellikle
psikiyatrik vakalarda ve immiinsiipresyon gerektirecek olgularda kullanilan ilaglarin
yan etkilerini 6nceden tahmin ettirebilecek bir klinik veya biyokimyasal parametre
bulunmamaktadir. Bu durum bu tiir ilaclarin ila¢ kan diizeyinin izlemini vazgecilmez
kilmaktadir (26).

Terapotik ilag diizeyi izleminin etkili olabilmesi i¢in konsantrasyonu
Olciilecek ilacin uygun numunede calisilmasi ve elde edilen degerin dogru bir sekilde
yorumlanmasi gerekir. Bunun yaninda son dozun alinma zamani ve baska ilag
kullanilip kullanilmadigi gibi bilgiler de yorumlama icin yardimci olacaktir. Bu
nedenle sonuglarin farmakokinetik anlamda da degerlendirilebilmesi i¢in ilag
kullanim dozu programi ile birlikte rapor edilmesi gerekmektedir (2). CsA ilag
diizeyi belirlemek icin en ideal numune tam kan numunesidir. in vitro yapilan
caligmalarda eritsosit i¢indeki ilag konsantrasyonu sicakliga bagli olarak degisir bu
nedenle CsA ila¢ diizeyi 6l¢timii igin plazma ornegi kullanilmasi 6nerilmemektedir

2, 27).
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2.3. Siklosporin A Ornek Ahm Zamam

Farkli farmakokinetik yaklagimlarin degerlendirilmesi alinan ilag dozu ile
klinik etkinlik ve toksisite arasindaki iligkinin anlasilmasina katkida bulunacaktir.
Boylece organ nakli gibi uzun siireli tedavi gerektiren durumlarda tedavinin bireye
gore ayarlanmasmna yardimci olacaktir. Ilag maruziyetinin bir belirteci olan
konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alan1 (AUC) tahmin etmek i¢in en uygun
farmakokinetik parametrelerin bulunmasi i¢in ¢esitli calismalar yapilmaktadir.

Rutin TIDI’nde yararli olmas1 i¢in kullanilacak farmakokinetik parametrenin
asagidaki kriterleri yerine getirmesi gerekmektedir:

1. Kolay bir sekilde belirlenmelidir.

2. Kisa siirede elde edilmelidir.

3. Diisiik maliyetli olmalidir.

4. Konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alan (AUC) (ilaca maruz kalma)
ile yeterli bir korelasyon gostermelidir.

5. Klinik sonug¢ (ilacin yan etkileri, akut rejeksiyon) ile ilgili olmalidir.

Immiinsiipresan ilaclarin bireye goére doz ayarlanmasinda doz-dncesi ilag
konsantrasyonu (Cp) rutin olarak kullanilmaktadir. Ancak doz-Oncesi seviyelerin her
zaman toplam ila¢ maruziyetini dogru yansitmadigi ile ilgili siipheler bulunmaktadir.
Emilim asamasinda ilag seviyesine bakilmasimin daha giivenilir bir ila¢ maruziyeti
gostergesi oldugu diisliniilmektedir. Bundan dolay1 CsA’nin mikroemiilsiyon formu
olan Neoral i¢in doz alimi sonrasi 2. saatteki konsantrasyona (C;) da bakilmasi
onerilmektedir. Buna ragmen C; anindaki sonug¢ birey hastanede iken bakildigi i¢in
ondan Onceki ila¢ kullanimina uyumunu tam olarak yansitmaz. Bunun i¢in Cy
anindaki sonu¢ hasta uyumunu daha iyi yansitmaktadir. Sonug¢ olarak
immunsupresan ila¢ kullanan bireylerde hem Cy hem de C, anindaki konsantrasyon

birlikte degerlendirilmelidir (28).

2.4. Tam Kanda Siklosporin A Diizeyi Olciimii

Immiinsiipresan ilaglar igin TIDI 1980’1i yillarin basinda siklosporin A’nin

kesfinden sonra baslamistir. Immiinsiipresan ilaglarm TIDI yan etkileri ve doku ret

15



riskini azaltmak icin gereken ilag diizeyini saglamakta 6nemli bir aragtir. Bu yiizden
hasta bakiminda Onemli bir yer tutmaktadir. Siklosporin A’nin biyolojik
numunelerde izlemi i¢in herbiri belirli avantaj ve kisitlamalara sahip farkli analitik
yontemler mevcuttur. Bu yontemler immunassay ve sivi-kromatografi bazli
yontemlerdir. Sivi-kromatografi bazli yontemler HPLC/UV, LC/MS ve LC/MS/MS
gibi yontemlerdir (2, 3, 6).

Immunassay yontemler klinik laboratuvarlarda CsA ila¢ diizeyi 6l¢iimii icin
en sik kullanilan analitik yontemler olmasina ragmen LC/MS/MS altin standart
yontem olarak kabul gormektedir. Immiinsiipresan ilag diizeyi élgiimiinde kullanilan
iImmunassay yontemler antibody conjugate magnetic immunoassay (ACMIA),
microparticle enzyme immunoassay (MEIA), enzyme multiplied immunoassay
technique (EMIT), fluorescent polarization immunoassay (FPIA), cloned enzyme
donor immunoassay (CEDIA), chemiluminescence immiinoassay (CLIA) ve
radyoimmunoassay (RIA) gibi yontemleri kapsamaktadir (3, 29-32). Immiinassay
yontemler yiiksek verimli bir analiz i¢in tam otomatize hale getirilebilir. Sivi
kromatografi bazli yontemler ile karsilagtirildiginda yiiksek maliyet gerektiren
cihazlar gerektirmez ve daha kisa siirede sonu¢ verme gibi avantajlart vardir. Bu
avantajlara ragmen giinimiizde kullanilan immunassay yontemlerin konsensiis
belgelerinde CsA i¢in dnerilen dogruluk ve spesifite gibi performans kriterlerini tam
karsilayamadiklar1 gibi endiseler artmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni yontem igin
kullanilan antikorlar ile CsA metabolizmasi sonrasi olusan 30’a yakin metabolit
arasinda spesifik olmayan capraz reaksiyonlarin gelismesidir (6). IA yontemler ile
ilgili diger bir dezavantaj ise yiiksek diizey CsA ol¢iimiinii saglayacak gerekli lineer

araliga sahip olmamalaridir (33).
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Tablo 1. Siklosporin A metabolitlerinin yontemlere gore ¢apraz reaksiyon yiizdesi (32)

Siklosporin metaboliti ¢apraz reaksiyon yiizdesi® (%)

Immunassay AM1 AM4N AM9 AM19
ACMIA 0 <7 <4 <2
CMIA 0 <4 <3 <2
CEDIA Plus 8 30 18 2
Syva EMIT 2000 <5 8-13 <4 0
FPIA 6-12 <6 14-27 <4

1 CEDIA Plus yénteminde 500 pg/L AM1 metaboliti ile ¢alisiimustir. Diger yontemlerde 1000 pg/L
metabolit konsantrasyonlarinda ¢aligilmustir.

ACMIA: Antibody conjugated magnetic immunoassay, CMIA: Chemiluminescent microparticle
immunoassay, CEDIA: Cloned enzyme donor immunoassay, EMIT: Enzyme-multiplied
immunoassay technique, FPIA: Fluorescence polarization immunoassay.

Sivi kromatografi tandem kiitle spektrometre (LC/MS/MS) yonteminin
uygulanmasi i¢in gereken araclarin maliyetinin azaliyor olmasi dolayisiyla diger
yontemlere gore sahip oldugu teknolojinin avantajiyla klinik laboratuvarlarda
kullanim1 giderek popiilerlik kazanmaktadir. LC/MS/MS giintimiizde kullanilan tim
immiinsiipresanlar i¢in yiiksek spesifite ve sensitivite saglamaktadir. Buna ek olarak
LC-Tandem Mass Spektrometrenin ayni numunede bulunan cesitli analitleri ayni
anda ve metabolitleri ile birlikte 6l¢gme gibi 6nemli bir avantaji bulunmaktadir (3).

Siklosporin A ilag diizeyi izlemi iizerine yapilan birgok panelde siklosporin
Ol¢iimii yapan analitik metodun ana bilesige 6zgli olmas1 gerektigi belirtilmektedir.
LC/MS/MS metodu siklosporin ana bilesige 6zgli bir analitik yontemdir ve
giniimiizde immunassay yontemlerin validasyonu igin referans yontem olarak
kabul edilir (32).

Yiksek secicilige ek olarak, LC/MS/MS immunassay yontemlere gore daha

diisiik konsantrasyonlardaki ilag miktarin1 saptama avantajima da sahiptir. Boylece
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diisiik konsantrasyonlarda kalsindrin inhibitdrii uygulamasi gerektiren durumlarda
tedavi ve takip sirasinda daha tutarli ve hassas sonuglar elde edilmis olur. Ayrica
genis lineer araliga sahip olmasindan dolayr immunassay yontemlerin diisiik lineer
aralik dezavantajindan kaynaklanan diliie etme durumu da ortadan kalkmaktadir.
Analiz ¢aligma 6ncesi gereken kat1 faz ekstraksiyonu gibi islemler yapildiktan sonra
2-4 dakika gibi kisa silirede tamamlanir. Tandem Kkiitle spektrometresinin sahip
oldugu yiiksek 6zgiilliikten dolay1 terapotik araliklarin uygun sekilde adapte edilmesi
gerektigini belirtmek gerekir. Ornek olarak sirolimus i¢in yapilan bir calismada
immunassay ile elde edilen sonug LC/MS/MS ile elde edilen sonugtan ortalama %25

gibi daha yiiksek sonuglar elde edilmistir (16).

2.4.1. Antibody conjugate magnetic immunoassay (ACMIA) yontemi

Antibody conjugate magnetic immunoassay metodu tam kanda CsA ilag
konsantrasyonunun kantitatif olarak olgiilmesi i¢in gelistirilmis tam otomatize bir

immunassay yontemdir.

2.4.2. LC/MS/MS yontemi

Bu yontem CsA ila¢ konsantrasyonunun tam kanda ekstraksiyonundan sonra

kantitatif olarak 6lclilmesini saglamaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Acil Laboratuvari ilag Diizeyi Izleme Birimi’nde yiiriitiildii. Calismaya cesitli
hastaliklardan dolayr CsA ilac1 kullanan 50 gonillii hasta alindi. Goniilliilerden
Nisan 2013-Haziran 2013 tarihleri arasinda Ornekler toplandi. Goniillilere
calisma hakkinda bilgi verilip Bilgilendirme ve Olur Formu imzalatildi ve ¢alisma
icin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi FEtik Kurulu'ndan onay alindi
(Karar No: 209/ 25.04.2013). Calismamizda Ila¢ Diizeyi Izleme Birimine
immiinsilipresan ila¢ diizeyi izlemi i¢in yeni kurulan ve referans yontem olarak kabul

edilen LC/MS/MS yontemi ACMIA yontemi ile karsilagtirildi.

3.1. Geregler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Geregler

» SIEMENS Dimension® RxL Max™ Integrated Chemistry System (Newark,
DE 19714 USA)

> DGU-20Azr DEGASSING UNIT (SHIMADZU CORPORATION, JAPAN)

> LC-20AD prominence LIQUID CHROMATOGRAPH A  (SHIMADZU
CORPORATION, JAPAN)

» LC-20AD prominence LIQUID CHROMATOGRAPH B  (SHIMADZU
CORPORATION, JAPAN)

> SIL-20AC HT prominence AUTO SAMPLER (SHIMADZU CORPORATION,
JAPAN)

» FCV-20AH; VALVE UNIT (SHIMADZU CORPORATION, JAPAN)

» CTO-10AS VP COLUMN OVEN (SHIMADZU CORPORATION, JAPAN)

» LCMS-8030 LIQUID CHROMATOGRAPH MASS SPECTROMETER
(SHIMADZU CORPORATION, JAPAN)

» NM32LA Nitrogen Generator (PEAK SCIENTIFIC, SCOTLAND)

EDWARDS Vacuum Pump (Czech Republic)

» Argon Gaz1 Tiipii (Ankaragaz, Ankara/Tiirkiye)

A\
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» NF-048 Santrifiij Cihaz1 (Niive, Ankara/Tiirkiye)
» Wisemix® VM-10 vortex mixer (Korea)

» Tranferpette® S 10-100 uL (Germany)

» Transferpette® S 100-1000 uL (Germany)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

» EUREKA SRL Immunosuppressants by LC/MS Reagent M1 Mobile Phase
Ready To Use (500mL) (Chiaravelle, ITALY)

» EUREKA SRL Immunosuppressants by LC/MS Reagent M2 Mobile Phase
Ready To Use (500mL) (Chiaravelle, ITALY)

» EUREKA SRL Immunosuppressants by LC/MS Reagent A (Deproteinization
Solution + Internal Standard) (Chiaravelle, ITALY)

» ClinChek® Controls Whole Blood Control, Lyophilized, for
Immunosuppressants, Level I, II (Munich, GERMANY)

» ClinCal® Calibrators Whole Blood Calibrators, Lyophilized, for
Immunosuppressants, Level I, 1I, IIT (Munich, GERMANY)

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve islenmesi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi (DUTF) Hastaneleri’nde tedavisi ve/veya
takibi yapilan CsA ilaci kullanan hastalar ¢aligmaya dahil edildi. Caligmaya alinan
bireyler arasinda herhangi bir ayirrm yapilmadi. DUTF Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Acil Laboratuvar1 Ila¢ Diizeyi Izleme Birimi’ne yonlendirilen ¢esitli
hastaliklardan dolay1 CsA ilaci kullanan 50 birey caligmaya alindi. Calismaya dahil
edilen hastalardan CsA ilag diizeyi izlemi igin belirtilen literatiir bilgiler
dogrultusunda tam kan ornekleri alindi. Goniilliilerin herbirinden iki adet EDTA’I1
(Etilen diamin tetraasetik asit) tam kan tiiplerine, her biri 2 mL olacak sekilde tam
kan ornekleri alindi. Numunelerden biri doz-6ncesi ilag konsantrasyonunun (Cop)
izlenmesi i¢in ila¢ kullanimindan 6nce digeri de doz-alimi sonrasi 2. Saatteki ilag

konsantrasyonunun (C,) izlenmesi igin ilag alimindan sonraki 2. saatte alinmistir.
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Numunelerin beklemesinden kaynaklanabilecek hatalari 6nlemek icin alinan 6rnekler

her iki yontem ile bekletilmeden caligildi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Antibody conjugate magnetic immunoassay (ACMIA) yontemi

Tam otomatize Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics) CSA metodu
antibody conjugate magnetic immunoassay (ACMIA) yontemini kullanmaktadir.
Yontem CsA igin 25-500 ng/mL lineer aralikta 6lgiim yapabilmektedir. Analiz 6zel
bir Flex® reaktif kartusu kullanilarak gergeklestirilir. Ozel Flex® kartusu dn-islem
reaktifi, CsA’ya kars1 gelistirilmis antikor [-galaktosidaz konjugati (Ab-p-gal),
kromdioksit pargaciklarina baglanmis CsA (CsA-CrO,), substrat olarak klorofenol
kirmizi B-d-galaktopiranosid  (CPRG) ve tablet seklinde olan CsA-CrO, ve
CPRG’nin hidrasyonu i¢in gereken diliientten olusur. Kit igerigi tablo H’da
belirtilmistir.

Tablo 2. Flex® reaktif kartusu igerigi.

Form Icerik Konsantrasyon* Kaynak

Sivi Ab-B-galaktosidaz y Fare, monoklonal
Tablet CsA- CrO; 3.4 mg/tablet

Tablet CPRG 9.3 mg/tablet

Siv1 Substrat Diliienti

Sivi On-islem Reaktifi

¥, Uretimde tablette belirtilen nominal deger.
Y. Antikor konsantrasyonu ve konjugat aktivitesi bir lottan digerine degisim gésterir.

Siklosporin A analizinin gergeklestirilmesi analiz edilecek tam kan 6rnegini
iceren bir numune kabi1 ve CsA Flex® kartusu cihaza uygun sekilde yerlestirilir.
Cihazda tam kan 6rnegi karigtirilir ve lizise ugratilir. Daha sonra bu kan 6rnegi
konjuge edilmis antikor (Ab-B-gal) iceren reaktif ile karistirilir. Islem sonrasi

ornekte bulunan CsA reaktif icindeki konjuge edilmis antikora baglanir. CsA
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baglanmis magnetik pargaciklar (CsA-CrO;) ortamda bulunan baglanmamis antikor-
enzim kompleksine baglanir. Reaksiyon karisimi daha sonra magnetik olarak ayrilir.
Ayirim sonras1 CsA-antikor-enzim (CsA-Ab-B-gal) kompleksini i¢eren siipernatan
baska bir kiivete aktarilir ve orada substrat (klorofenol kirmizi B-d-galaktopiranosid
(CPRQ)) ile karigtirilir. B-galaktosidaz enzimi CPRG’nin 15181 maksimum 577 nm
dalga boyunda absorbe eden klorofenol kirmizisi (CPR)’ye hidrolizini katalize eder
(Sekil 6). CPR olusumuna bagli olarak 577 nm’deki absorbansta olusan degisim
direkt olarak 6rnekteki CsA konsantrasyonu ile orantilidir ve bikromatik (577, 700

nm) 6l¢iim teknigi kullanilarak 6l¢iiliir.

CsA + Ab-B-gal » CsA-Ab-B-gal + Ab-B-gal

CsA- Ab-B-gal + Ab-B-gal + CrO,-CsA —» CsA- Ab-B-gal + CrO,-CsA-Ab-B-gal
*

I
I
I
:
I

v

Magnetik olarak ayirim
*

|
|
:
I
v

Baska bir kiivete aktarim
*

v
CsA- Ab-B-gal
CPRG » CPR
(577 nm’de 15181 absorbe etmez.) (577 nm’de 15181 absorbe eder.)

Sekil 6: Antibody conjugate magnetic immunassay yontemi
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3.3.2. LC/MS/MS yontemi

Bu yontem CsA ilacinin tam kanda basit bir deproteinizasyon isleminden
sonra kantitatif olarak ol¢iilmesini saglamaktadir. Yontem CsA igin 1-50000 ng/mL
lineer aralikta 6l¢lim yapabilmektedir. Sistem 6 baglanti noktali 2 yollu valf {initesi
(FCV-20AH, Valve Unit (Shimadzu Corporation-JAPAN)) ile donatilmig Shimadzu
LC-20AD prominence s1vi kromatografi cihazi ile ti¢lii kuadrupole sahip Shimadzu
LC/MS-8030 kiitle spektrometre cihazlarindan olusmaktadir. Analiz Oncesi O6rnek
isleminin ardindan kromatografik olarak ayirimi yapilan analit yapisina uygun olarak
elektriksel olarak yiiklii hale getirilir ve kiitle spektrometrede kiitle/yiik

(mass/caharge ratio (m/z)) oranina gére 6lgtimii yapilir (Sekil 7).

Mobil
Faz
Kaynagi

Analitik Detektor
Kolon UV,
MS)

Enjektor

) O ) O )

Sivi Iyon Kiitle Detektor
Kromatografi Kaynagi Analizori

J . J - /

Sekil 7: Sivi kromatografi ve kiitle spektrometre blok diyagrami (2)

Ornek hazirlama islemi sirasinda ilk olarak deproteinizasyon islemi igin ¢inko
stilffat ve ayrica CsA igin internal standart olan siklosporin D (CsD)’yi igeren
Reagent A ile Reagent Ascy isimli reaktiflerden bir soliisyon elde edildi. CsA ilag
diizeyi baktigimiz kiitle spektrometre cihazinda ayn1 zamanda sirolimus, everolimus
ve takrolimus gibi diger immiinsiipresif ila¢ diizeyi de calisilmaktadir. Askomisin

cthazimizda bu ilaglar i¢in internal standart olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
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askomisin iceren Reagent Ascy reaktifi kullanildi. Reagent A reaktifinden 2.5 mL
Reagent Ascy reaktifinden 50 pL alinarak soliisyon hazirlandi ve 5 sn siire ile
vorteks ile karistirildi. Bu islem sonrasinda her hasta i¢in 6nceden alinmis EDTA’l
tam kan orneginden 100 uL ile hazirlanmig soliisyondan 300 pL ependorf tiipiine
aktarild1 ve 30 sn siire ile vorteks ile karistirildi. Islem sonrasi karisim 5 dk siire ile
oda sicakliginda bekletildi ve bu silire sonunda tekrar 10 sn siire ile vorteks ile
karistirtldi. Sonra 6rnek 14000 rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edildi. Ependorf
tiiplerinin lizerinde kalan siipernatanttan 100 pL insertlere aktarildi. Ve bu insertler
viallere konularak cihaza enjeksiyon i¢in verildi.

Ayirma iglemi i¢in Shimadzu FCV-20AH, Valve Unit ile donatilmisg
Shimadzu LC-20AD prominence sivi kromatografi iinitesi ile Chromolith® Flash
RP-18e 25x4.6 mm kolonu ve Agilent Pursuit XRs Ultra 2.8 (um) 30x20 mm
kolonlar1 kullanildi. Mobil faz i¢in iki farkli eluent kullanildi. Mobil faz A olarak
formik asit ve metanol iceren Reagent M1 ve mobil faz B olarak metanol igeren
Reagent M2 kullanildi. Kolonun sicakligi 70 °C’de sabit tutuldu. Akis hizi Kit
prospektusunda belirtildigi gibi solid faz kolonu i¢in 500 pL/dk analitik kolon i¢in de
400 pL/dk olarak belirlendi ve her numune i¢in 50 pL 6rnek enjekte edildi.

Tablo 3. Kromatografi igin kullanilan mobil fazlarin akis semasi

Zaman (Dakika)

0-1.5 25 75
1.5-35 55 45
3.5-5.0 20 80

Kromatografik ayirma islemi sonrast Shimadzu LC-8030 triple quadrupole
kiitle analizorii 4.5 kV voltajinda ve 200 °C sicakliginda calisan elektrospray
iyonizasyon (ESI) kaynakli bir pozitif modda kullanildi. Analitlerin tespiti i¢in
multiple reaction monitoring (MRM) modu kullanildi. CsA i¢in 1219.7/1202.8 m/z
[CsA igin ana iyon 1224.7 (Na') ve 1219.7 (NH;") olabilir] ve internal standard
CsD i¢in 1233.7/1216.8 m/z MRM modu kullanildi.
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Sekil 9: Siklosporin A 1224.7/112.8 MRM modu igin kiitle spektrumu
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Kuadrupole 1 Carpisma Hiicresi Kuadrupole 2

Al
A A A2 — Al
A3
A: Onciil Iyon Al: Fragman Iyon

Sekil 10. Sirali kiitle spektrumu i¢in MRM modu ¢aligma semasi (2)

3.3. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS  (Statistical Package for Social
Sciences) 15.0 versiyon, Microsoft Office Excel 2010 ve MedCalc istatistik
programi  (Deneme Siirlimii) kullanildi. Elde edilen verilerin tanimlanmasinda
aritmetik ortalama (AOQO) standart sapma (SD), minimum ve maksimum degerler
kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile
degerlendirildi. Iki yontem arasindaki uyumu degerlendirmek icin Pearson
Korelasyon analizi, Lineer Regresyon analizi ve Bland-Altman testi uygulandi.
[statistiksel anlamlilik igin p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Metot Karsilastirma Deneyi

iki yontemle elde edilen CsA 6l¢iim sonuglarinin istatistiksel analizi yapildi.
Tandem mass spektrometre ile elde edilen tam kan CsA degerleri 2.72 ng/mL ile
301.22 ng/mL (ortalama 85.73 + 75.09 ng/mL) arasinda degismekte iken, ACMIA
yontemi ile elde edilen tam kan CsA degerleri 24.00 ng/mL ile 558.70 ng/mL
(ortalama 148.81 + 125.82 ng/mL) arasinda bulundu. Her iki yontemle elde edilen
CsA degerlerine iliskin aritmetik ortalama (AO), standart sapma (SD), minimum

(min) ve maksimum (maks) degerleri Tablo-Z’de gosterilmistir.

Tablo 4. LC/MS/MS ve ACMIA yontemleriyle ¢aligilan tam kan 6rneklerine ait veriler.

YONTEM Ornek Aritmetik Standart I\/Iln:Maks
sayisi Ortalama Sapma Degerler
LC/MS/MS 50 85.73 75.09 2.72 -301.22
Immunassay
(ACMIA) 50 148.81 125.82 24.00 - 558.70

LC/MS/MS ve ACMIA yontemi ile elde edilen verilerin normal dagilima
uygun olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Her iki yontem
ile elde edilen verilerin de normal dagilima uygun oldugu gozlendi (p>0.05).
Verilerin normal dagilima uygunlugu goézlendikten sonra iki ydntem arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi i¢in Pearson korelasyon ve lineer regresyon analizi
yapildi.

Antibody conjugate magnetic immunassay yontemiyle ele elde edilen
degerler Y eksenine, LC/MS/MS yontemi ile elde edilen degerler X eksenine
yerlestirilerek lineer regresyon grafigi ¢izilerek regresyon analizi yapildi. Analiz
sonucunda korelasyon katsayisi (r) 0.857 belirleme katsayist (R?) 0.735 bulundu
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(p=0.01). Elde edilen sonuca gore iki yontem arasinda pozitif yonde kuvvetli bir
korelasyon oldugu gozlendi. Analizden elde edilen lineer regresyon denklemi
(y=ax+b) ACMIA=1.437xLC/MS/MS+25.661 olarak elde edildi. Bu denkleme gére
egrinin egimi (a) 1.437 ve y ekseni kesisim noktas1 (b) 25.661 olarak bulundu. Iki

yontem arasindaki iligkiyi gosteren regresyon grafigi ve denklemi Sekil 11°de

gosterilmistir.
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Sekil 11. Siklosporin A sonuglarinin LC/MS/MS ve ACMIA yontemleri
arasindaki dagilim.

Iki metot arasindaki uyumun incelenmesi igin ayrica Bland-Altman analizi
uygulandi. Metot karsilagtirma verilerinin sagilim grafigi Bland ve Altman’in
onerilerine gore gorsel olarak izlendi. Iki yontemden elde edilen verilerin farki
(ACMIA — LC/MS/MS) Y eksenine, verilerin ortalamast [(ACMIA +
LC/MS/MS)/2] da X eksenine yerlestirilerek Bland-Altman analizi uyguland. iki
yontem arasindaki uyumu gorsel olarak gosteren Bland-Altman grafigi Sekil 12°de

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Siklosporin A ve diger immiinsiipresif ilaglar  (takrolimus, sirolimus,
mikofenolat mofetil) gibi kritik konsantrasyona sahip ilaglarin klinik laboratuvarlar
tarafindan monitérizasyonu hasta tedavisinin bireysellestirilmesinin 6nemli bir
yoniinii olusturmaktadir ve klinisyenlerin ana hedeflerinden biridir. Immunsupresan
ilaglarin  subterapdtik dozlardaki konsantrasyonlarinda organ reddi riski ve
supraterapotik dozlarda da ciddi yan etkileri bulunmaktadir. CsA’nin hipertansiyon,
tremor, dis eti hipertrofisi, diyabet, bobrek disfonksiyonu ve malignensi gibi ciddi
yan etkileri bulunmaktadir (7, 17-20). Sonug olarak CsA ve diger immiinsiipresan
ilaglarin terapdtik etkisinin optimize ve yan etkilerinin minimize edilmesi i¢in ilag
diizeyi izlemi yapilmasi gerekmektedir. Siklosporin i¢in ilk ilag diizeyi izlenmesi
yaklasik 20 sene Once organ nakillerine destek amacgli yapildi. Gegtigimiz 15 yil
boyunca uluslararasi boyutta  (Uluslararasi Terapétik Ilag Izleme ve Klinik
Toksikoloji Dernegi (IATDMCT) nin 6zel ¢abasi dahil) laboratuvarlara CsA
Olciimiinde rehberlik edecek en iyi yaklastmin bulunmasi icin 6nemli g¢abalar
gosterilmigtir (34-37).

Immunassay yontemler laboratuvarlarda CsA 6l¢iimii i¢in en ¢ok kullanilan
analitik yontemlerdir. Ancak IA ydntemler ana bilesigin metabolizmasi sonrasi
olusan metabolitlerle gosterdikleri ¢apraz reaksiyon sonucu ilag diizeyini yliksek
6lgmekte ve bu nedenle CsA 6l¢iimii i¢in konsensus belgelerinde belirtilen dogruluk
ve spesifite gibi onemli performans kritelerini karsilayamamaktadir. CsA 06l¢iimii
icin ortaya konulan ortak goriis 6l¢iimii yapan analitik metodun ana bilesige 6zgii
olmas1 gerektigidir. LC/MS/MS metodu CsA ana bilesige 6zgii bir yontemdir ve 1A
yontemlerin metot validasyonu igin referans yontem olarak kabul gérmektedir (6,
32).

Aurelie ve arkadaglar1 bobrek transplantasyonu yapilmis hastalar iizerinde
yaptig1 calismada mikofenolik asit igin LC/MS/MS yoéntemi ile bir IA yéntem olan
EMIT yontemi arasinda giiglii bir korelasyon (R%0.894) bulmuslardir. Buna ragmen
regresyon denklemindeki egimin (egim: 1.094) EMIT metodu ile elde edilen sonucun

daha yiiksek oldugunu dogrular sekilde yiiksek oldugunu bulmuslardir (38).
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Remco ve arkadaglar1 yaptigi ¢alismada CsA Ol¢iimii i¢cin FPIA ve LC/MS/MS
yontemini karsilastirmislardir. Iki yontem arasinda kuvvetli bir korelasyon (Rz:
0.9642) bulmuslardir. FPIA yontem ile LC/MS/MS yontemi arasinda sistematik bir
sapma oldugunu bulmuslardir ve LC/MS/MS yontemi ile elde edilen sonuglarin
FPIA yontemle elde edilen sonuglardan %17 daha diisiik oldugunu saptamislardir.
Ayni c¢alismada Remco ve arkadaslari everolimus i¢in FPIA yontemle LC/MS/MS
yontemini karsilastirmislardir. iki yontem arasinda yine aym sekilde kuvvetli bir
korelasyon (R? 0.9663) bulmuslardir. Ancak LC/MS/MS ile elde edilen sonuglar
diger yonteme gore %30 daha diisiik bulunmustur (39). Napoli tarafindan yapilan
bir calismada da LC/MS/MS yontemi ile elde edilen sonuglar FPIA yontemle elde
edilen sonuglardan ortalama %12 daha az bulunmustur (40). Johnston ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada CsA ilag diizeyi 6l¢iimiinde EMIT ve FPIA yontemlerini
LC/MS/MS yontemi ile karsilastirmislardir. Bu ¢alismada CsA ig¢in doz dncesi (Co)
ve ilag alimi sonrasi 2. saatte baktiklar1 ilag konsantrasyonlarini (Cy ayr1 ayr
karsilagtirmiglardir. LC/MSMS yontemi ile karsilatirdiklarinda Cp diizeyini ig¢in
EMIT in ortalama %17, FPIA yonteminin ise ortalama %31 diizeyinde daha yiiksek
sonug elde ettigini saptamiglardir. C; diizeyi i¢in ise iki immunassay yontem ile
LC/MS/MS yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigimni
saptamiglardir (41). Keevil ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismada yukarda sonuglari
belirtilen galigmalara benzer sekilde sonucglar bulmuslardir. LC/MS/MS yontemi ile
EMIT yontemini karsilastiran Keevil ve arkadaglart EMIT yoOnteminin CsA
metabolizmasi sonucu olusan metabolitlerle ¢apraz reaksiyonu sonucu LC/MS/MS
yonteminden daha yiiksek okudugu sonucunu bulmuslardir (42). Lee tarafindan
3400 kisiden fazla sayida hasta {izerinde yapilan c¢alismada beklendigi gibi CLIA
yontemi ile ¢alisilarak elde edilen verilerin ¢ogu tandem kiitle spektrometresi ile elde
edilen verilerden daha yiiksek bulunmustur. Calismasinda tandem kiitle
spektrometresi ile elde edilen degerlerin CLIA yontemi ile elde edilen degerlerden
ortalama %18 daha disik oldugunu bulmustur. Bu durumun immunassay
yontemdeki antikorlarin metabolitlerle olan ¢apraz reaksiyonu ve bireyler arasindaki
metabolik farkliliklardan kaynaklanabilecegini belirtmistir. Bu nedenlerin iki yontem

arasindaki korelasyon ¢alismasini zorlastirdigini da ayrica ifade etmistir (43).
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Calismamizda CsA ilact kullanan 50 hastadan aldigimiz numuneleri ACMIA
ve LC/MS/MS yontemleri ile ayr1 ayr1 calistik ve aralarindaki iligskiyi bulmay1
amacladik. FElde edilen wveriler istatistik olarak degerlendirildiginde Pearson
Korelasyon katsayis1 (r) 0.857 olarak bulundu. Bu analize gére r degeri -1 ile +1
arasinda bir deger almaktadir. +1 degerine yaklastikca iki yontem arasinda ¢ok
kuvvetli bir uyum oldugu sdylenebilir. Yontemlerden birinde elde edilen sonug
artarken digeri de artmaktadir demektir. r=0 degeri iki yontem arasinda dogrusal bir
uyum olmadigini belirtmektedir. Calismamizda elde edilen deger pozitif yonde 0.857
olarak bulunmustur ve iki yontem arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu
gostermektedir. Diger caligmalarda elde edilen uyuma benzer bir uyum sonucu elde
ettik ancak diger ¢aligmalarda daha yiiksek korelasyon katsayist mevcuttu. Bunun
calismaya dahil edilen hastalarin daha homojen olmasindan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz. Ornegin diger calismalarda sadece bdbrek transplantasyonu ya da
sadece kalp transplantasyonu yapilmis hastalar ¢alismaya dahil edilmis dolayisiyla
daha homojen bir ¢alisma grubu se¢ilmistir. Calismamiza ise nefrotik sendrom gibi
diisiik dozda CsA ilag tedavisi alan hastalar ile organ transplantasyonu gibi ytliksek
dozda ve agresif CsA ilag tedavisi alan farkli hasta gruplar1 dahil edildi. Bu nedenle
verilerimizden yiiksek bir dagilim genigligi elde ettik. Yaptigimiz diger analizlerde
kuvvetli bir uyum olmadigini saptadigimizdan dolayr elde ettigimiz kuvvetli
korelasyon sonucunun yiiksek dagilim genisliginden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Calismamizda lineer regresyon analizi sonucu elde edilen Belirleme Katsayisi
(Rz) degerini 0.735 olarak bulduk. LC/MS/MS yontemi ile elde ettig§imiz sonuglarin
ACMIA yontemi ile elde edilen sonuglardan %42 daha diistik oldugunu gozlemledik.
R? deger olarak 0 ile 1 arasi bir deger almaktadir. Genel olarak R? degeri sifira
yakinsa, uyum iyiligi olmadigi kabul edilir. Deger 1’e yakinlagtikca uyum iligi
uygun oldugu sdylenebilir. Immiinsiipresan ilaglar igin yapilan diger calismalarda R?
degeri daha yiiksek bulunmus ve karsilastirilan immunassay yontem ile tandem mass
spektrometre arasinda daha kuvvetli bir uyum 1iyiligi sonucu ortaya ¢ikmustir ve
aragtirmacilar maliyet gibi etkenler goz Oniine alinarak iki yontemin birbiri yerine
kullanilabilecegi sonucunu ¢ikarmislardir (38, 39). Calismamizda elde edilen R?
degerine gore iki yontem arasindaki uyum c¢ok yiiksek degildir ve iki yontemin

birbiri yerine kullanilmasinin uygun olmadigini diisiinmekteyiz. Ancak daha 6nce de
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belirttigimiz gibi bunun c¢aligmaya alinan hastalarin tam olarak homojen
olmamasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Korelasyon analizi ve regresyon analizinin iki yontem arasindaki uyumu
belirlemede yetersiz kaldig1 baz1 yazarlar tarafindan belirtilmektedir. iki istatistiksel
yontemin de dagilim genisliginden etkilendigi ve bu nedenle karsilagtirilan iki
yontem arasindaki uyumu tam olarak tayin edemedigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
iki yonteme alternatif olarak Bland-Altman analizi yapilmasi onerilmektedir (44).
Bundan dolay1 biz de ¢caligmamizda iki yontem arasindaki uyum iyiliginin tespitinde
ayrica Bland-Altman analizini de uyguladik. Bu analizde yontemler arasindaki
farklara kars1 ortalamalrin sagilim grafigi cizilir. Iki analitik metod arasindaki farka
ait ortalama (d) ve standart sapma (Sq) hesaplanarak analitik metodlar arasindaki
uyum sinirlart incelenebilir. Eger yontemler arasindaki farklar normal dagilim
sergiliyorsa farklarin sifirn etrafinda rastgele dagilmasi ve %95 nin d-2Sq ile d+2 Sy
arasinda yer almasi beklenir. Belirtilen sinirlar igerisinde bulunan farkliliklar klinik
olarak 6nemli olmayabilir ve bdyle bir durumda karsilastirilan iki analitik yontem
birbirinin yerine kullanilabilir. iki yéntem arasinda uyum arttikca giiven smirlari
daralma gostermektedir ve sagilim grafigi dairesel sekil almaktadir. Keevil ve
arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada LC/MS/MS yontemi ile EMIT yontemi igin
verilen Bland-Altman grafiginde verilerin farkinin sifira yakin oldugu ve giiven
simirlarinin - bizim ¢alismamiza goére daha dar bir bant araliinda oldugu
gorlilmektedir (42). Lee’nin yaptigi calismada da LC/MS/MS ile CLIA yontemleri
icin verilen Bland-Altman sacilim grafiginde farklarin sifira yakin dagilim gosterdigi
ve giliven smirlarinin dar bir bantta yer aldigi goriilmektedir (43). Calismamizda
verilerin farklar1 ortalamasi sifirdan belirgin derecede farkli bulundu. Ayrica giliven
siirlart oldukga genis bir bant araliginda dagilim gosterdi. Elde edilen sacilim
grafigi yorumlandiginda karsilastirma yaptigimiz iki yontem arasinda sistematik

orantisal bir hata oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda laboratuvarimizda CsA ve diger immiinsiipresan ilag diizeyi
Olctimiinde kullani@imiz bir immunassay yontem olan ACMIA metodu ile
immiinsiipresan ilag diizeyi 6l¢limii i¢in referans yontem olan LC/MS/MS yontemi
arasindaki uyumu incelemek i¢in metod karsilastirma c¢alismasi yaptik. LC/MS/MS
metodu pahali teknik gerecler gerektirdiginden dolay: iilkemiz dahil bir¢ok diinya
tilkesinde CsA ve diger immiinsiipresan ilaglarin dl¢timiinde genellikle immunassay
yontemler kullanilmaktaydi. Ancak immunassay yontemlerde kullanilan antikorlarin
ilaglarin metabolizmas1 esnasinda ortaya c¢ikan metabolitlerle olusturdugu c¢apraz
reaksiyon ilacin normal konsantrasyonundan daha yiiksek sonuclar elde edilmesine
neden olmaktadir. Ozellikle organ transplantasyonu gibi énemli girisimler yapilan
hastalarda bu sonuglar tedavinin uygun sekilde yapilmasini zorlagtirmaktadir.
Tandem kiitle spektrometresi ana bilesige 6zgii bir analitik metod oldugundan analiz
sonras1 elde edilen veri ilacin ger¢ek konsantrasyonunu yansitir ve tedavinin
diizenlenmesini kolaylagtirir.

Iki yontem arasinda yaptigimiz karsilastirma ¢aligmasinda yontemlerin birbiri
ile kuvvetli korelasyon gosterdigi ancak yapilan lineer regresyon analizi ve Bland-
Altman sa¢ilim grafiginde iki yontem arasinda gii¢lii bir uyum olmadigini sonucunu
elde ettik. Sonuglarimiz bu konuda yapilan diger calismalarla benzerlik gosterdi.
LC/MS/MS metodu CsA ilacin1 dogru ve giivenilir bir sekilde O6l¢ebilmektedir.
Ayrica birgok analiti birlikte analiz etmesinden dolayr uygun maliyette 6l¢gmektedir.
Bu nedenle Tandem kiitle spektrometresi metodunun laboratuvarlarda kullaniminin
yayginlastirilmas1 Onerilmektedir. Ancak bu yontemle yapilan Ol¢limler iyi bir
deneyim gerektirdiginden dolayr bu konuda yeterli egitimin saglanmasi

gerekmektedir.
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