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Tc99m Kullaniminin Kiitle Spektrometri Teknigiyle Olgiilen Takrolimus,
Everolimus, Sirolimus ve Siklosporin A Diizeylerine Etkisinin Degerlendirilmesi
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Amag: Sintigrafik gériintileme tekniklerinde kullanilan Tc99m maruziyetinin kan LC/MS-MS ile 6lgimi yapilan
takrolimus, everolimus, sirolimus ve siklosporin A diizeylerine etkisinin deneysel arastiriimasidir.

Materyal ve Metod: Calisma igin HPLC solvent ve reaktifleri (Jasem, Turkiye) ilekalibrator ve kontrol soliisyonlari
kullanildi. interferans calismasi igin Tc99m preparati kullanildi. Immunsupresan 8lgiimii ShimadzuNexera X2 ultra
yuksek performans likit kromatografi (UHPLC) ile entegrasyonu saglanmis Shimadzu 8045 triplequadrupole kiitle
spektrometrisi (MS/MS) (Shimadzu, Japan) ile yapildi. Cihaz verileri Shimadzu Software ile hesaplandi. Ornek
hazirlama igin, 500 mikrolitre(uL) kontrol solusyonu santrifiij tiiptine alindi. Uzerine 25 uLinternalstandard eklenip 5
saniye vorteksle karistirildi. interferans calismasi icin tim islemler level1, level2 ve level3 kontrol soliyonlar igin
tekrarlandi ve cihaza okutuldu. Her seviye kontrole 50 uLdistile su eklenerek interferans galismasi tekrarlandi.
Bulgular: Sirolimus 6l¢iimlerinde %6,28 - %47,21 aralijinda bias tespit edildi. Takrolimus diizeyleri %21,81 ile %44,62
araliginda hedef degerden sapti. Siklosporin A seviyeleri i¢in %9,30- %43,16 oranlari arasinda bias hesaplandi. En az
sapma %6,28 ile Sirolimus seviye 3 de, en fazla sapma sirolimus seviye 1 de gdzlendi.

Sonug: Sintagrafik ¢ekimlerde kullanilan  Tc99m radyoniklidinin  LC/MS-MS cihazlariyla 6lglimi  yapilan
immunsipresan dizeylerini etkileyebilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu konuda numune alimi yapan saglk
personelleri bilgilendirilmeli, siipheli sonuclarda hekimler interferans ihtimalini diislinmelidir.

Anahtar kelimeler: Tc99m, interferans, LC/MS-MS

Abstract

Background: To investigate the effect of Tc99m exposure on tacrolimus, everolimus, sirolimus and cyclosporin A
levels measured by blood LC / MSMS used in scintigraphic imaging techniques.

Materials and Methods: HPLC solvents, reagents (I Jasem, Turkey), calibrator and control solutions for the study
were employed. The Tc99m preparation was used for the interference study. Immunosuppressant measurement was
performed by Shimadzu 8045 triple quadrupole mass spectrometry (MS / MS) (Shimadzu, Japan), which was
integrated with Shimadzu Nexera X2 ultra high-performance liquid chromatography (UHPLC). Device data was
calculated with Shimadzu Software. For sample preparation, 500 microliters (LL) of control solution was transferred to
the centrifuge tube. 25 uL of internal standard was added and mixed with vortex for 5 seconds. All procedures for
interference study were repeated for levell, level2 and level3 control solutions and performed by LC/MS-MS.
Interference protocol was repeated by adding 50uL of distilled water to each level of control.

Results: Bias was detected in the range of 6.28% to 47.21% in all sirolimus measurements. Tacrolimus levels
deviated from the target value in the range of 21.81% to 44.62%. For cyclosporine A levels, bias was calculated
between 9,30% - 43,16%. The least deviation was observed in Sirolimus level 3 with 6.28% and the maximum
deviation was observed in sirolimus level 1.

Conclusion: The Tc99m radionuclide used in scintigraphic imaging has the potential to affect immunosuppressant
levels measured by LC / MS-MS devices. Health service staffs making sampling should be informed about this and
physicians should consider the interference posibility in suspicious immunosuppressant concentrations.
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Girig

Bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda bébregin
anatomik durumu, drolojik ve vaskiler komplikasyonlar,
akut tlbuler nekroz (ATN) ve akut reddetme (AR) gibi
nakil sonrasli komplikasyonlari tanimak igin klinisyenler
birkag tanisal yontem kullanabilir (1, 2). Halen, nakil son-
rasi bobrek fonksiyon bozuklugunu degerlendirmek igin
en iyi yontemsel yaklagim konusunda fikir birligi yoktur.
Genellikle AR tanisi igin altin standart olarak kabul edilen
renal igne biyopsisi siklikla gereklidir. Ancak, bu invazivdir
ve drnek hatalara veya komplikasyonlara neden olabilir.
Gogu Klinisyen ultrasonografi, bilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve renal sintigrafi
gibi invaziv olmayan yontemlerden birini kullanmay tercih
ederm(3-5). Sintigrafik géruntileme yapilan immunsp-
resyona maruz hastalarin, kan immunsupresan dizeyleri-
nin takibi rejeksiyon riskini en aza indirmek agisindan
onemlidir. Organ fonksiyon devamliligi icin gérintileme
yapilirken immunsupresyonun da optimum diizeyde tu-
tulmasi gerekir (6-8). Rutin olarak kullanilan immunoas-
say tekniklerin yaninda kullanilan immunsupresanin dog-
ru 6lctimi icin LC/MS-MS tekniginin kullanimi tercih edil-
mektedir (9-11). Numune Orneklem zamaninin uygun
olmayan bir zamanda yapilmasi testler icin referans kabul
edilen immunsupresan dizeylerini etkileyebilir. Bu calis-
manin amaci Tc99m kullaniminda kan LC/MS-MS ile
lctimd yapilan takrolimus, everolimus, sirolimus ve sik-
losporin A diizeylerinin interferansa maruziyetinin deney-
sel arastirimasidir.

Materyal ve Metot

Calisma dncesi alti seviyeli kalibrasyon ve sonrasinda i
seviye kontrol ile yéntem calisabilirligi konfirme edildi.
JASEM firmasi tarafindan dretilmis HPLC solvent ve
reaktifleri ile kalibrator ve kontrol soliisyonlari kullanildi.
interferans calismasi igin Tc99m preparati kullanildi.
immunsuprsan élglimi Shimadzu Nexera X2 ultra yiiksek
performans likit kromatografi (UHPLC) ile entegrasyonu
saglanmis Shimadzu 8045 triple quadrupole kiitle spekt-
rometrisi (MS/MS) (Shimadzu, Japan) ile yapildi. Cihaz
verileri Shimadzu Software ile hesaplandi. Ornek hazir-
lama icin, 500 mikrolitre(uL) kontrol solusyonu santrifj
tipiine alindi. Uzerine 25 uL internal standard eklenip 5
saniye vorteksle karistirildi. Sonra zerine 975 uL ¢oktU-
rici ozelligindeki reaktif-1 eklenip 15 saniye vorteksle
tekrar karistirildi. Elde edilen karigim 3000 rpm de 5 daki-
ka santrifij edildi. Stpernatant viale alinip Shimadzu
8045 LC-MS / MS cihazinda okutuldu. Benzer iglemler
levell, level2 ve level3 kontrol sollyonlari igin tekrarlandi
ve cihaza okutuldu. Interferans calismasi igin her seviye
kontrole 50 uL distile su eklenerek én asama ve okutma
islemleri tekrarlandi. Tc99m preparatindan 50 uL alinarak
her seviye kontrole ekleme yapildi ve élglimler tekrarlan-
di. Her seviye kontrol sollisyonu, kontrol + 50uL distile su
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(V1), ve kontrol + 50uL Tc99m (V2) karigimlari ayri ayri 3
tekrar yapilarak calisildi ve ortalama degerleri alinarak
bias=(V2-V1)/V1 formiline gore sapma ylzdeleri hesap-
landi. Her kontrol seviyesine vollim genislemesine bagl
olusacak interferansi ekarte etmek icin 50 uL distile su
eklenerek elde edilen sonuglar hedef deger (V1) olarak
kabul edildi. Bu deneysel galisma insan veya hayvan
numunesi icermediginden etik kurul onayi gerektirmemek-
tedir.

bias=(V2-V1)V1

Bulgular

Everolimus él¢timlerinden elde edilen sonuglarda hedef
degerden % 18,65 - % 38,93 araliginda sapma gdzlendi.
Sirolimus él¢timlerinde % 6,28 - % 47,21 aralijinda bias
tespit edildi. Takrolimus diizeyleri %21,81 ile %44,62
araliginda hedef degerden sapti. Siklosporin A seviyeleri
icin %9,30 - %43,16 oranlarl arasinda bias hesaplandi.
Seviye 2 kontrol sollisyonundaki sapma arali§i %16,14 ile
%31,31 arasinda hesaplandi. Seviye3 kontrol solisyonu-
na ekleme yapilarak elde edilen sonuclarda hedef deger-
den sapma miktarlari % 20,56 - % 39,62 araliginda idi.
Duslk konsantrasyon immunsupresan diizeyleri yiiksek
konsantrasyon immunsupresanlara gére daha fazla oran-
da hedef degerden sapma egilimi gésterdi. Seviye 3 kon-
santrasyonda % 6,28- % 21,81 arasinda sapma meydana
gelirken, seviye 1 konsantrasyonda %38,93-%47,21 oran-
lari arasinda daha yliksek bias degerleri elde edildi. En az
sapma %6,28 ile Sirolimus seviye 3'de, en fazla sapma
sirolimus seviye 1'de gozlendi.

Tablo 1. immunsupresan seviyelerinin Tc99m uygulamasi ile
hedef dederden sapma yiizdeleri (bias).

Kontrol _ Kontrol '
iLAG Mat(iryall Matiryall BiAS  BIAS
distile su Tc99m (ngfdL) (%)

(V1) (ng/dL)  (V2) (ng/dL)
Seviyel 2,44 3,22 095 3893
EVEROLIMUS ~ Seviye2 6,10 8,01 191 3131
Seviye3 9,81 11,64 183 1865
Seviyel 3,05 4,49 144 4721
SiROLIMUS Seviye2 11,38 13,73 235 20,65
Seviye3 19,74 20,98 124 628
Seviyel 2,51 3,63 1,12 4462
TAKROLIMUS ~ Seviye2 4,87 6,04 117 2402
Seviye3 9,26 11,28 202 2181
Seviyel 41,98 60,11 1813 43,19
f\iKLOSPORiN Seviye2 84,61 98,27 1366 16,14
Seviye3 166,41 181,89 1548 9,30
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Tartisma

Bobrek transplantasyonu sonrasi hastalarin bakimi ve
klinik takibi rejeksiyon riskini azaltmak i¢in énemlidir (12,
13). Bunun igin yapilan goriintlileme yontemlerinden bir
tanesi Tc99m ile yapilan sintigrafi gekimleridir. Bu ¢ekim-
ler sirasinda hastalara uygulanan parenteral bir ¢ok ilag
icin gecerli olan alerjik yan etkiler Tc99m igin de gegerlidir
ve klinisyenler tarafindan da bilinen istenmeyen bir du-
rumdur (14, 15). Gozlemlenebilir bu tir yan etkilerin ya-
ninda farkinda olunmayan ve tespiti zor olan diyagnostik
testlerin de etkilenme durumu s6z konusu olabilir. Bunlar-
dan bir tanesi de kanda bulunan bir ksenobiyotigin 6lgu-
mi yapilacak baska parametrelerin analizini etkilemesidir
(16,17). Kanda bulunan interferanlarin olusturdugu serum
matriks kompozisyonunun degiskenligine bagli analitik
hatalara interferans denir (9, 18, 19). Hastalarin tanisi,
klinik takibi icin 6nemli olan ve farkinda olunmayan bu
durum diyagnostik testlerde gerceklesebilecegi gibi tera-
pétik bir ilag dizeyi 6lgiminde de gergeklesebilir (9).
Terap6tik ilaglardan immunsupresanlar §zellikle nakil
hastalarinin dmir boyu kullanmasi gereken hayati ilaclar-
dir (20). Bu ilaglarin duzeyini etkileyecek herhangi bir
durum optimum diizeyde immunsupresyonu engelleyece-
ginden rejeksiyon riski ortaya ¢ikarabilir. Hastaya uygula-
nan Tc99m'in yarilanma omri gegmeden alinacak bir
numuneden yapilan analiz immunsupresan dizeylerini
etkileyerek yeterli immunsupresyon olusumunu engelle-
yebilir. Analitik fazdaki testlerin etkilenmesi genel olarak
interferans olarak adlandirilsa da LC/MS-MS teknigi kul-
lanilarak yapilan 6lglimlerdeki girisime matriks etkisi de
denmektedir (21).
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Sekil1. Her seviye icin %bias degerlerinin karsilastiriimasi

invitro olarak yapilan ¢alismamizda transplantasyon has-
talari igin dmur boyu kullanilimasi gereken ve doz ayarla-
masi optimize edilmediginde rejeksiyon riskinin olusacag!
immunsupresanlarin konsantrasyonlari Tc99m’'den etkile-
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nerek, hedef degerden sapmalar géstermistir. Everolimus
Olctimlerinden elde edilen sonuclarda % 18,65 - % 38,93
araliginda, sirolimus dl¢iimlerinde % 6,28 - % 47,21 arali-
ginda, takrolimus diizeylerinde %21,81-%44,62 araligin-
da, siklosporin A seviyelerinde %9,30 - %43,16 oranlari
arasinda hedef degerden sapma gézlenmistir. En az
sapma %6,28 ile sirolimus seviye 3 de, en fazla sapma
sirolimus seviye 1'de tespit edilmistir. Yiksek konsantras-
yonlarda disik oranda, disik konsantrasyonlarda yuk-
sek oranda sapmanin meydana gelmesi, dlstik rakamlar-
daki kuiglik oynamalarin oransal olarak yiksek sapmalara
neden olmasi ile agiklanabilir. Ayni zamanda LC/MS-MS
cihazlarinda analizin dogrulugunun ana iyon ve product
iyonlarin dogru oranlarda tespiti ile miimkiin olabilmekte-
dir (22, 23). Burada Tc99m konsantrasyonun dsuk kon-
santrasyondaki immunsupresanlara miidahalenin géreceli
yukseklige bagli olarak ylksek konsantrasyonlardaki
immunsupresanlara olan miidahaleden oransal olarak
daha fazla olacagi soylenebilir. Bu tlr radyoaktif 1sima
yapan maddelerin analiz sirasinda internal standart olarak
kullanilan déteryumlu maddeleri etkileme, hatta analitleri
déteryumlu hale getirme potansiyeli bulunmaktadir.
LC/IMS-MS cihazlari analiti tespit etmede her ne kadar
referans metod gibi gériinse de bu tir interferanlara has-
sas olduklarini unutmamak gereklidir (24-26). Burada
Olclimil yapilan immunsupresanlarin hepsi birbirine yakin
oranlarda etkilenmis olmasi interferansin kaginilmasi igin
nakil hastalarinda tercih edilecek immunsupresan turd igin
birini digerine karsi Ustinligund olmadigini gostermekte-
dir. Yani bitin immunsipresanlarin kullaniminda bu tir
bir durum icgin dikkatli olunmalidir. Daha énce yapilan
immunsupresanlarin gériintileme ydntemlerinde kullani-
lan radyoopak maddelerden de etkilendigi benzer invitro
inteferans galismasi ile de ispatlanmistir. Bu tir bir anali-
tik hata durumu her terapotik ve diyagnostik ilac i¢in ge-
cerli olabilir (9, 16). Hangi ksenobiyotigin hangi testi ne
zaman etkileyecegine dair kesin bilgi ve herhangi bir veri
bankas! bulunmamaktadir. Klinik takipte unutulmamalidir
ki, diyagnostik testlerdeki hatali yliksek sonuglar hatali
tani ve gereksiz hospitalizasyona, immunsupresanlardaki
hatali ylksek sonuglar hatali doz kisittamasina bagl
yeterli immunsupresyon olusmamasina neden olabilir.
Yeterli dizeyde yapilmayan immunsupresyon nakil hasta-
larinda rejeksiyon riskini arttirabilir.

Bu galismanin kisitliligi inteferans ¢aligmalarinin insan
fizyolojisi ve metabolik durumunun inteferan Gzerindeki
etkisine yapacag! mudahalenin tespiti zorlugundan dolay!
invitro ortamda yapiima zorunlulugudur. Ayni zamanda
doz ayarlamasinin hayati éneme sahip oldugu ve strekli
rejeksiyon riski tagtyan nakil hastalarinin bu tir bir calis-
maya dahil edilmesi etik ihlaller olusturabilir. Ek olarak,
ilaglarin viicuttan atilma zamanlari, kullanilan kit ve 6lgiim
yontemlerinin hedef degerden sapma oranlarini etkileye-
bilmesi yine diger bir kisithliktir.
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Hastane ortamlarinda nakil hastalari igin énemli olan
numune alim zamanlarinin dikkat edilmesi, 6zellikle sin-
tigrafik cekimlerde kullanilan Tc99m  radyoniiklidinin
LC/IMS-MS cihazlariyla élgim{ yapilan immunsUpresan
duzeylerini etkileyebileceginin bilinmesi, bu konuda nu-
mune alimi yapan saglik personellerinin bilgilendirimesi,
stipheli sonuglarda hekimlerin inteferans ihtimalini de
distinmesi nakil hastalarinin immunsupresyon durumlari-
nin optimizasyonu agisindan faydali olabilir.
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