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Ozet

Amac: Organ nakilleri sonrasinda kullanilan immunsupresan ilaglarin terapotik ila¢ monitorizasyonu, ilag
etkinliginin ve toksisitesinin takibi ve nakil yapilan organin rejeksiyonunun 6nlenmesi i¢in 6nemlidir. Bu
calismada, laboratuvarimizda kullandigimiz, immun kimyasal 6l¢iim metodu ile ¢alisan, otomatik Dimension
Takrolimus analiz yonteminin sonuglari ve analitik performanst degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Laboratuvarimizda immun kimyasal yontemle galisilmig ve takrolimus sonuglari
raporlanmis olan 57 adet tam kan hasta 6rnegi bir bagka takrolimus 6l¢iim yéntemi olan LC-MSMS ile tekrar
Ol¢iilmiistlir. Sonuglar paired t test ile karsilastirilmigtir. Bunun disinda, kullanilan immun kimyasal 6l¢im
yonteminin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu, ol¢iim belirsizligini iceren ydntem performans c¢aligmalar
yapilmistir.

Bulgular: Sirasi ile, konsantrasyonu 4.20 ve 11.00 ng/ml olan kontrol serumu ile belirlenen varyasyon
kofisyenti (CV) degerleri; %14 (SD:0.596) ve %9.7 (SD:1.125)’dir. Hedef degeri 6.4 ng/ml olan takrolimus
standard ile hesaplanan Bias: %7.03; hedef degeri 31.1 ng/ml olan takrolimus standard: ile hesaplanan Bias:
%26.75, 6l¢iim belirsizligi degeri; %41 (0.41) olarak bulunmustur.

Sonug: Takrolimusun, yiiksek kan konsantrasyonlarinda olusturabilecegi yan etkilerinin ve kan diizeyi yetersiz
kaldiginda ise, nakil yapilmis olan organin reddi halinde olusabilecek klinik bulgularin ve semptomlarin takibi
onemlidir. Her tiirlii yas ve hastalik grubunda hastaya hizmet veren ve birinci basamak hizmetlerini saglayan,
hastaliklara karst koruyucu hekimlik yapan ve erken tanida ¢ok 6nemli bir basamak olan birinci basamak
saglik hizmetlerinde, takrolimus kullanan bir hastanin, farkli nedenlerle rutin muayenesi sirasinda, ilaca bagh
yan etkilerin gozetilmesi, gerekli gordiigii hallerde, takrolimus kan konsantrasyonlar1 6l¢limiiniin yapilabilmesi
i¢in hastanin takibini yapan klinisyenle ve laboratuvarla isbirligi degerli olacaktir.

Diger yandan, klinik laboratuvarlarin, takrolimus 6l¢iim metodu ile ilgili performans deneylerini sik araliklarla
tekrarlamalari ve gerektiginde diizeltici faaliyetler yaparak en dogru sonucu iiretebilmeleri gereklidir.

Anahtar kelimeler: immunsupresyon, nefrotoksisite, organ reddi, takrolimus

Summary

Obijective: Therapeutic drug monitoring of immunosuppressant drugs used after organ transplants is important
for monitoring drug efficacy and toxicity and preventing rejection of the transplanted organ. In this study, the
results and the analytical performance of the automated Dimension Tacrolimus analysis method, which works
with the immunochemical measurement method used in our laboratory, were evaluated.

Material and Method: In our laboratory, 57 whole blood patient samples which were studied by
immunochemical method and tacrolimus results were reported were measured again by LC-MSMS which is
another tacrolimus measurement method. The results were compared with paired t test. In addition, the method
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performance studies including the reproducibility and accuracy of the immunochemical measurement method

and the uncertainty of measurement were performed.

Results: The coefficient of variation (CV) values determined by the control serum with concentration of 4.20
and 11.00 ng/ml, results are respectively; 14% (SD: 0.596) and 9.7% (SD: 1.125). Bias are calculated with
tacrolimus standard with a target value of 6.4 ng/ml: 7.03%; and calculated with tacrolimus standard with a
target value of 31.1 ng/ml: 26.75%, our uncertainty of measurement is; 41% (0.41).

Conclusion: It is important to monitor the side effects of tacrolimus at high blood concentrations and clinical
signs and symptoms that may occur in case of rejection of the transplanted organ when the blood level is
insufficient. Taking care of the drug-related side effects during the routine examination of a patient using
tacrolimus in primary health care services, which serve the patient in all age and disease groups, provide
primary care services, act as preventive medicine against diseases and are a very important step in early
diagnosis, if necessary, co-operation with the clinician and laboratory, for monitoring the patient, will be
valuable for measuring tacrolimus blood concentrations. On the other hand, it is necessary for clinical
laboratories to repeat the performance tests related to the tacrolimus method frequently and to produce the most
accurate results by performing corrective actions when necessary.
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Giris

Solid organ nakli sonrasinda, nakil yapilan
organin reddini dnlemek i¢in immunsupresyon
yapilmas1  gereklidir. Immunsupresyon icin
takrolimus ve siklosporin gibi kalsindrin
inhibitérleri yanisira, mammalian target of
rapamycin  (MTOR) inhibitérleri  olarak
sirolimus ve everolimus, azatioprin ve
mikofenolat mofetil gibi antiproliferatif ilaglar,
kortikosteroidler, alemtuzumab, rituksimab ve
anti interlokin (IL)-2 reseptdr antikorlari
kullanilabilmektedir. ~ Gerekli — goriildiigiinde,
farkli grup ilaglarin birlikte kullanilmalar1 hem
sinerjik etki saglayabilmekte, hem de daha
diistik  dozlarin  kullanilmasint  saglayarak
istenmeyen yan etkileri onlemektedir (1,2).

Solid organ transplantasyonu sonrasi hastalarin
biiyiik bir boliimiine kalsindrin  inhibitdrii
baslanir. En yaygin kullanilan kalsindrin
inhibitliri de takrolimustur. Takrolimus ayni
zamanda FK-506 olarak da bilinir (3). Invitro
olarak takrolimusun siklosporine gore 50-100
kat daha giiclii bir lenfosit aktivasyon inhibitdrii
oldugu gosterilmistir (4). Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO), 2009°da
yayimladiklar1 bir bildiride takrolimusu bdbrek
transplantasyonu sonrasi ilk sirada kullanilacak
immunsupresan  olarak  6nermislerdir  (5).
Takrolimus, 1990’lardan itibaren kullanilmaya
baslanmistir  (3). Bobrek transplantasyonu
disinda, kalp, karaciger ve ince bagirsak
transplantasyonlarindan sonra da greft reddini
onlemek i¢in kullanilmaktadir.
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Takrolimus, bir aktinomices olan
Streptomyces’den elde edilmis bir makrolid
laktondur. Aktive T hiicrelerinin niikleer
faktoriiniin  sitozolik formunun defosforile
olmasina yol agarak, IL-2  geninin
transkripsiyonunu engellemektedir (6,7,8,9).
Boylece, T hiicre proliferasyonu,
antiapopitotik genlerin expresyonu, sitokin ve
kemokinlerin sekresyonu i¢in gii¢lii bir uyarici
olan Interl6kin 2 baskilanmug olur (3).

flacin yetersiz dozlar transplant rejeksiyonu
ile sonuglanabilir. Diger taraftan yiiksek kan
diizeyleri, nefrotoksisiteye, norotoksisiteye,
transplantasyon sonrasi diyabet olusmasina,
enfeksiyonlara yatkinlik gelismesine,
malignensi olusumuna, hipertansiyon ve
gastrointestinal sistem fonksiyon
bozukluklarina yol agabilir (10,11). Kalsindrin
inhibitorlerinin optimum dozunun
ayarlanabilmesi i¢in ilacin kan diizeyinin takip
edilebilmesi gereklidir (12). Hastanin yast,
transplantasyon oOncesindeki saglik kosullari,
transplantin tipi, takrolimusla birlikte verilen
diger ilaglarin etkilesimleri gibi nedenlerle
takrolimusa Klinik cevap, uygulanan doz ile iyi
korele olarak bulunmayabilir (13,14,15).
Takrolimus, sitokrom P450 enzim sistemi ile
metabolize  olur. Bu enzim  sistemini
indiikleyen ¢esitli ilaclar takrolimus kan
konsantrasyonlarini diigiirebilir (12). Bu tiir bir
ilag uygulamasi sonrasi hastanin takrolimus
kan konsantrasyonlarinda farkliliklar,
degisiklikler olabilir.
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Takrolimus kan diizeyinin belirlenebilmesi
icin kullanilmakta olan ¢esitli laboratuvar
analiz yontemleri vardir. Bu c¢aligmanin
birincil amaci, bir T{niversite ve egitim
arastirma hastanesi biyokimya laboratuvarinda
caligilan  takrolimus analiz  yOnteminin
performansin1  degerlendirmektir. Diger
taraftan, ikincil amaci, bu ilact kullanma
endikasyonu nedeni ile hastayr takip eden
hekimlere ve birinci basamakta koruyucu
hekimlik yapan, takrolimus kullanan hastanin
diger hastaliklarmin takip ve tedavisini
diizenleyen aile hekimlerine, takrolimusun kan
konsantrasyonlarinin dogru olarak
Olclilmesinin  hasta  izlemindeki Onemini
vurgulamaktir.

Yontem

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim
ve Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvari’nda, takrolimus testi i¢in rutin
olarak ilag diizeyi takibi yapilmaktadir. flgili
laboratuvarda, immun kimyasal yontem ile
analiz yapmaya uygun olan, hazir ticari kit
(Dimension  Tac, Siemens) kullanilarak
otomatik analizér ile (Dimension EXL,
Siemens) spektrofotometrik 6l¢lim yapilarak
takrolimus kan diizeyi belirlenmektedir. Hasta
sonucu, ng/ml birimi ile verilmektedir.
Laboratuvarda, takrolimus testinin yOntem
performans degerlendirmesi, belirli araliklarla
rutin olarak yapilmaktadir. Bu ¢alismanin
verileri hazirlanirken, laboratuvardaki
takrolimus Ol¢iim metodunun performansini
degerlendirebilmek {izere, testin varyasyon
kofisyent (CV) diizeyi hesaplanarak giin igi
tekrarlanabilirligi  Ol¢iilmiistiir. Standart
kalibratoriin on giin boyunca ardigik dlgtimleri
sonucunda yan tutma (Bias) degeri
hesaplanmistir. D1g kalite ve i¢ kalite kontrol
verileri  kullanilarak ~ 6l¢iim  belirsizligi
hesaplanmustir.

Bunun disinda, yedi giinlik bir c¢alisma
doneminde, laboratuvarda kullanilan
takrolimus analiz yontemi ile rutin olarak
caligmas1 tamamlanarak raporlanmis olan,

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren
kan tiiplerine alinan tam kan 6rneklerinden,
mevcut kan miktar1 uygun olanlar seg¢ilmis ve
LC-MSMS (likid kromatografi ile kombine
edilmis kiitle spektrometresi) ile c¢aligilmak
lizere ayirilmigtir. Segilen orneklerin
buzdolabinda  dondurulmadan  transferinin
saglanmasina ve transfer sonrasi hemen
calisiimasina  onem  verilmistir. Orneklerin
hepsinin LC-MSMS de aym giin kosullarinda
caligilabilmesi i¢in orneklem belirleme araligi
dar tutulmus ve uygulanan yonteme goére kan
orneklerinin  dondurulmadan stabil kaldig1
belirtilen zaman diliminde miktar1 yeterli olan
tim oOrnekler LC-MSMS (QTRAP 5500,
SCIEX) ile caligmaya almmmistir. LC-MSMS
yonteminde, tam kan oOrneginde c¢alisilmakta,
kanda kromatografik yontemle ayirimi yapilan
takrolimusun, kiitle dedektori ile kiitlesi
Olciilerek sonug verilmektedir.

Istatistiksel hesaplamalarda Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) 15.0
kullanilmigtir. Her iki yontem ile caligilan test
sonuglart  Paired  sample  t-testi ile
karsilagtirilarak, Pearson korelasyon analizi
yapilmustir.

Bulgular

Laboratuvarda kullanilan immun analiz yontemi
ile ¢alisilan takrolimus testinin; konsantrasyonu
4.20 ng/ml olan kontrol serumu ile belirlenen
varyasyon kofisyenti (CV degeri) %14, standart
sapma degeri 0.596°dir. Konsantrasyonu 11.00
ng/ml olan kontrol serumu ile belirlenen CV
degeri %9.7 standart sapma degeri 1.125’dir.
Hedef degeri 6.4 ng/ml olan takrolimus
standard: ile hesaplanan Bias: %7.03; hedef
degeri 31.1 ng/ml olan takrolimus standardt ile
hesaplanan Bias: %?26.75 olarak bulunmustur.
Olgiim belirsizligi degerimiz; %41 (0.41) olarak
bulunmustur.

Laboratuvarda kullanilan yontem ile ¢alisilan ve
LC-MSMS ile tekrar edilen 57 hastanin, iki ayr1
yontemde elde edilen verileri karsilastirilmistir,
sonuglar ortalama ve standart sapma degerleri
tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. Hasta sonug¢larinin, her iki yontemle hesaplanms istatistiksel degerleri

Hasta kanlarinin yontemlere gore, paired t test ile elde

edilmis istatistiksel sonuglart n=57

Yontem Adi Ortalama degeri Standart sapma | p degeri
ng/ml degeri (¥)
Dimension Tac 10,85 9,02 <0.005
LC-MSMS 7,72 4,94

%95 giiven araliginda, sinif i¢i korelasyon katsayisi:0,734 (0,411-0,768) 'dur.

Sekil 1. Takrolimus testi igin, immunkimyasal yontem ve LC-MSMS arasinda metod karsilastirma ve Bland-
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Laboratuvar takrolimus analizi performans test
sonuglarma goére, konsantrasyonu 4.20 ve 11.0
ng/ml olan kontrol érneklerinin tekrarlamalart
ile yapilan ¢alismada CV degerleri sirast ile,
%14.0 ve %9,7’ dir. Bu CV degerleri liretici
firmanin bu konsantrasyonlar icin
prospektiisiinde belirttigi degerlere benzerdir.
CV degerleri yoniinden degerlendirildiginde,
hesaplanan konsantrasyonlar diizeyinde olan

test sonuclarinda testin tekrarlanabilirligi
uygun bulunmustur.
Hedef degeri 6.4 ng/ml olan takrolimus

standardi kullanilarak hesaplanan bias degeri
%7.03 olarak bulunurken, hedef degeri 31.1
ng/ml olan konsantrasyondaki takrolimus
standardinin  bias degeri %26.75 olarak
hesaplanmigtr. Bu  durumda  yiiksek

konsantrasyonlardaki sonuglarda biasin yiiksek
oldugu diigiiniilmektedir.

Takrolimus igin laboratuvarda ¢alisilmis olan

hasta sonuglari, LC-MSMS verileri ile
karsilastirildiginda;  yiiksek  degerlerdeki
sonug¢larm LC-MSMS ile farkli oldugu

goriildii (sekil 1). Diisiik konsantrasyonlardaki
degerlerde, laboratuvarda kullanilan yontemle
elde edilen sonuclar ve LC-MSMS sonuglari
benzerdir. Ancak 10.0 ng/ml iizerindeki
degerlerde,  laboratuvarda  kullandigimiz
yontem ile diger yonteme gore daha yiiksek
sonuglar elde edilmektedir. Konsantrasyon
arttikca iki yontemin okuma degerleri
arasindaki fark biiylimektedir. Dimension Tac
ile laboratuvarda caligilarak 40.9, 39.9, 27.70
ng/ml olarak okunan sonuglar, kiitle analiz
yontemi ile sirast ile; 21.9, 25.4, 16.40 ng/ml
olarak odl¢iilmiistiir. Her iki yontem arasinda,
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bu degerlerde goriilen fark, yOntem
performans deneylerinde hesaplandig1 gibi,
yiiksek takrolimus standart degeri
kullanildiginda ortaya c¢ikan yiiksek bias
degerleriyle agiklanabilir.

Diger taraftan LC-MSMS tarafindan yapilan
okumalar referans degerler olarak kabul
edildiginde, bu yontemle, 9.2, 8.7 ng/ml olarak
hesaplanan degerler, laboratuvardaki yontemle
sirast ile; 25.1 ve 24.6 ng/ml olarak
raporlanmigtir. Bu durumda gergekte 10 ng/ml
altinda bulunan her iki sonug, laboratuvar
sonu¢larinda daha yiiksek olarak elde
edilmigtir. 10 ng/ml diizeylerinde olan
konsantrasyonlarda yapilan tekrarlanabilirlik
calismasinda elde edilen CV degerleri
tekrarlanabilirligin kabul edilebilir diizeyde
oldugunu gostermektedir. Bu durumda bu
hastalarin ~ sonuglarinda  karsilasilan ~ bu
uyumsuz sonucun, analitik agidan yorumu
rastgele hata ile agiklanabilecegi gibi,
orneklerin ikinci yontemle ¢alisilmak tizere dig
laboratuvara gonderilmesi sirasinda Ornekte
deger kaybi ya da bozulma olusturabilecek
analiz Oncesi (preanalitik) bir hata kaynag ile
de aciklanabilir.

Elliyedi hastanin laboratuvar sonuclarinin
kargilagtirllmasindan elde edilen bilgiler,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
takrolimus sonuglar1 i¢in, Orneklerin, hasta
sonuglar1  verilmeden oOnce referans bir
yontemle dogrulanmasmin uygun yaklagim
olacagm1  gostermektedir. ~ Laboratuvarda
kullanilan  yontemin Ol¢iim arahigr 1-30
ng/ml’dir. Ancak bu aralikta bulunan
diizeylerde de klinikle uyumsuz olan ve LC-
MSMS ile tekrarinda farkli olan sonuglarin
olmasi, laboratuvarda takrolimus testinin
kalibrasyonlarinin ~ daha stk araliklarla
yapilmasint  ve yontem  performansinin
iyilestirilmesi yoniinde diizeltici ¢aligmalar
yapilmasini gerekli kilmistir.

Yontemlerin karsilastirilmasi ile ilgili benzer
bir c¢alisma Angela WS ve arkadaslar
tarafindan yapilmig, Cobas E411, Abbott
Architec ve LC-MSMS sonuglari
karsilagtirilmistir. Bu ¢alisma sonuglarinda da
20 ng/ml’den sonraki yiiksek
konsantrasyonlarda biasin arttig1 gosterilmistir
(16).

Immunsupresif ilaglar, yiiksek dozlarda
kullanildiginda morbidite olusturmak ya da
diisiik dozlarinda medikasyonun bagarisinin
azalmas1  gibi  O6nemli  etkilere  yol
acabilmektedir (5). Bu nedenle, tibbi
biyokimya  laboratuvarlarinda  takrolimus
diizeyinin dogru olarak &l¢limii i¢in ¢aligilan
yontemin performansinin denetimi 6nemlidir.
Takrolimus kullanan bdbrek transplantasyonu
hastalarinda akut olarak gelisen bobrek
nefrotoksisite riski %17-44 olarak
bildirilmigstir. Nefrotoksisitenin siklikla, akut
ve doza bagimh olarak olustugu ve doz
azaltimmin ardindan diizeldigi
bildirilmektedir. Genellikle takrolimus
diizeyinin 20 ng/ml’yi  gectigi  kan
diizeylerinde toksik etkilerin olustugu, kandaki
terapotik araligin 8-10 ng/ml, maksimum 12
ng/ml tutulmasi gerektigi, 15 ng/ml olan kan
diizeyinin takrolimus toksisitesi i¢in esik deger
olarak tanimlandigi bildirilmistir (3). Dolayis1
ile kan diizeyinin monitérizasyonunda dar bir
aralik vardir.

Hiroyuki Ono ve arkadaslari, takrolimus
Olciimiinde likid kromatografi ile birlestirilmis
kiitle  Olglimii  yontemini  kullandiklart
calismalarinda, takrolimus ve metabolitlerini
Olgmiislerdir. Kemiluminesan enzim immun
assay yontemleri ile Ol¢iim yapmanin daha
kolay oldugunu ve daha kisa zamanda
gerceklesebildigini  ancak,  takrolimusun
metabolitlerinin ¢apraz reaksiyon verebilmesi
nedeni ile bu yontemlerin 6zgiilliigliniin diistik
oldugunu  vurgulamiglardir  (17). Bu
yaklagimla, kiitle analiz yontemleri ile daha
genis karsilastirmali ¢alismalar yapilmali ve
klinik laboratuvarlarda yontem performansi en
iyi olan yontem kullanilmalidir.

Organ nakli gibi 6nemli bir hastalik durumu
icin, laboratuvarlarin takrolimusu en dogru
sekilde olgebilmek ve Klinik karara destek olma
sorumlulugunun  yamisira, takrolimus kan
diizeylerinin  optimum istenilen diizeyden
yiksek ya da diisik olmast durumunda
olusabilecek olan yan etkiler ya da organ
reddinin klinik bulgularinin, hastanin primer
olarak koruyucu hekimlik hizmetlerini yiiriiten
aile hekimligi bransinda bulunan, birinci
basamakta gorev yapan hekimler tarafindan da
takip edilmesi, bulgular ile ilgili farkindaligin
olmasi dnemlidir. Organ nakli hastasinin, nakil
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sonrasi takibinde, klinisyen, aile hekimi ve
biyokimya laboratuvari uzmanmin icli
iletigimi transplantasyonun basarisinin
devamina katkida bulunacaktir.

Bu dogrultuda, bazi bitkisel iriinler ve
gidalarin, karacigerde ilact metabolize eden
enzim P-gp/CYP3A aktivitesini arttirarak ya
da azaltarak takrolimusla potansiyel etkilesime
gecebilecegini hatirlamak gereklidir. Bu ilaglar
icinde en iyi bilinenler, aminoglikozidler,
amfoterisin B, ibuprofen, sisplatin ve
indometazindir (3). Dolayis1 ile, birinci
basamak  tedavi  hizmetleri sirasinda,
takrolimus kullanan hastaya, hastanin diger
klinik patolojik durumlarinin tedavisi i¢in, bu
ilaglar1 recete ederken dikkatli olunmalidir.
Hastanin bu tiir ila¢ ya da aile hekimligi ile
paylastig1 bitkisel {irlin kullanimi durumunda,
transplantasyonu takip eden doktorunun
uyarilmasi ve laboratuvardan alinan sonuglarin
yorumu ile birlikte, ek hastalik ve kullanilan
ilaclarin dikkate alinmasi gereklidir.

Sonu¢

Takrolimusun, yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda olusturabilecegi yan etkiler
nedeni ile, diger taraftan kan diizeyi yetersiz
kaldiginda nakil yapilmis olan organin reddi
olusabileceginden, her iki durumda da
olusacak olan bulgularin ve semptomlarin
takibi Onemlidir. Her tilirli yas ve hastalik
grubunda hastaya hizmet veren ve birinci
basamak hizmetlerini saglayan, hastaliklara
kars1 koruyucu hekimlik yapan ve erken tanida
¢ok 6nemli bir basamak olan birinci basamak
saglik hizmetlerinde, takrolimus kullanan bir
hastanin, farkli nedenlerle rutin muayenesi
sirasinda, ilaca bagli yan etkilerin gozetilmesi,
takrolimus kan konsantrasyonlari 6l¢iimiiniin
ve takibinin yapilabilmesi igin hastanin
takibini yapan Kklinisyenle ve laboratuvarla
igbirligi hasta giivenligi agisindan degerlidir.
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