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Terapétik ilag Diizeyi izlemi (TiDi)

Doc¢. Dr. Sinan Cavun

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ab.D.

Gecmisten giiniimiize yeni ilac
gelistirilmesinin  amaci terapotik — etkisi
yiiksek olan, buna karsin yan ve/veya
toksik etkileri olmayan veya en az olan
ila¢ tedavilerini klinige sokmak olmustur.
flaglarin gerek terapotik gerek istenmeyen
etkilerinin ilag dozu ile ¢ok yakindan
iliskili oldugu bilinmektedir. Bircok ilag
icin gozlem ve deneylere dayanilarak elde
edilen standart doz uygulamasi genelde bir
sorun olusturmaz. Buna karsin kalp
hastaliklar;,  bakteriyel

KOAH, immiin

enfeksiyonlar,
epilepsi, astim,
supresyonun gerektigi durumlar veya
psikiyatrik hastaliklarda kullanilan ilaglar
icin ise ¢ok daha karmasik ve kesin doz
se¢imi yontemlerinin olmasi
gerekmektedir. Bu yoniiyle TIDI hastanin
klinik izlemi agisindan oldukg¢a 6nemli bir
yere sahiptir.

Genel tanmim olarak, tedavi sirasinda
erisilen plato konsantrasyonu hakkinda
bilgi edinmek ve ila¢ konsantrasyonunun
yeterli diizeye c¢ikip-¢ikmadigmi kontrol
ederek tedavi etkinligini artirmak veya
toksisiteyi  Onlemek amaciyla  viicut
stvilarinda  bulunan ilag  diizeylerinin
dl¢iilmesine Terapétik Ilag Diizeyi Izlemi
(Therapeutic Drug Monitoring) adi

verilmektedir.

Onemi ve Tarihsel gelisimi:

[laglarin eliminasyon ve/veya
metabolizmasini etkileyen bir ¢ok faktore
bagli olmak iizere dolasimdaki ilag
konsantrasyonunun ve buna bagli olarak
ilag etkisinin degistigi bilinmektedir. Biitiin
bu faktorlerle iliskili olarak 6zellikle bazi
ilaglar veya ila¢ gruplar1 i¢cin dolasimdaki
ila¢ diizeyinin yakindan izlenmesi hastanin
klinik takibi acisindan bir zorunluluktur.
Aksi takdirde organ yetmezliklerinden
Olime, kardiyak rahatsizliklardan,
aritmilere, epilepsi nobetlerinden organ
reddine kadar ¢ok ciddi komplikasyonlarin
ortaya ¢ikmasi kac¢inilmaz bir sonugtur.
TIDI  terapdtik  cevabin  derecesini
degerlendirmek veya olasi toksik ve yan
etkileri  engellemenin  yaninda, ilag
tedavisinin uygunlugu hakkinda bilgi
edinmek, ila¢ etkilesmeleri ve advers
etkileri ortaya koymak bakimindan da
etkin  bir sekilde klinik  izlemde
kullanilmakta ve laboratuarlar arasinda
giderek artan bir 6neme sahip olmaktadir.
Tarihte plazmadaki ilag diizeylerinin
analizi ilk olarak 1950’li yillarin sonlarinda
yapilmaya baglanmistir. Bu yillardaki
Olciimler rutin klinik servislere hizmet
etmekten daha ¢ok, arastirma amaci ile

yapilmustir.



“Biyolojik stvilarin - igindeki ilag
konsantrasyonu ile ilacin etkisi arasinda bir
iliski  varsa, biyolojik sivilarin ilag
konsantrasyonlarinin ~ dl¢lilmesi  hasta
bakimi i¢in yararli olacaktir” ilkesinin
temel alinmasiyla birlikte 1970’11 yillarda
Terapétik Ilag Diizeyi Izlemi rutin klinik
kullannma girmis ve hastanin klinik
takibinin 6nemli bir par¢asi olmustur.

Ik olarak ABD’de, daha sonra Avustralya,
Kanada’da ve ardindan da Ispanya,
Hollanda basta olmak {izere Avrupa’da
klinik kullanima giren Terapétik Ilag
Diizeyi [zlemi servisi baslangi¢
donemlerinde yalnizca hafta i¢i ¢alisma
saatlerinde hizmet vermekteyken, sahip
oldugu 6nemin ortaya c¢ikmasi ile birlikte 7
giin 24 saat hizmet veren initeler haline
gelmislerdir.

Ulkemizde Terapétik ilag diizeyi izlemi ilk
olarak Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
ve Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesinde,
Farmakoloji Anabilim Dallarinin
onciliiglinde 1980°li yillarin baslarinda
yapilmaya baslanmistir. O tarihlerden
giiniimiize Tirkiye’de bir¢ok merkez ilag
diizeylerini, uluslararasi standartlara sahip
laboratuar  altyapisim  olusturarak  bu

hizmette yerini almig durumdadir.

Hangi durumlarda TiDI yapmak
gerekir?
- llacin terapotik penceresi (giivenlik

aralig1) dar oldugunda,

- Plazmadaki ilag ve/veya ilag metabolitleri
ile terapotik veya toksik etkiler arasinda
direkt bir iliski s6z konusu ise,

- Terapotik etki klinik gozlemlerle
degerlendirilemiyorsa,

- Plazma kararli durum konsantrasyonu
bireyler arasi biiyiik farkliliklar
gosteriyorsa,

- Belirli bir terapotik konsantrasyon araligi
hedefleniyorsa,

- Terapotik yetmezlik veya uyumsuzluk
soz konusu ise,

- Yukarida belirtilen kosullar yaninda,
uygun bir analiz ydnteminin olmasi1 TiDI
icin olmazsa olmaz bir kosul veya
gerekliliktir.

Yukarida saydigimiz  tim  ozelliklerin
yaninda, genel olarak ilaclarin
farmakokinetigini etkileyebilecek ¢esitli
durumlarda da terapotik ilag diizeyi
izlemine gereksinim s6z konusu olabilir.
Buna gore; ilag eliminasyon ve
metabolizmasini olumsuz etkileyen bobrek
ve karaciger yetmezlik olgularinda veya
ilag etkisinin degismesine neden olabilecek
hastalik veya faktorlerin mevcut olmasi
durumunda  (hematolojik  anomaliler,
belirgin kardiyak disfonksiyon, ciddi hava
yolu hastaliklari, diabetes  mellitus,
malniitrisyon, diyaliz hastalar1, yasllar,
cocuklar, obezler gibi) yan etkilerin ortaya
cikmasi, etkilesme olasiliginin artmasi ve

asirt duyarhilik reaksiyonlarinin gelismesi

s0z konusu olabilir.



Ozellikle bu ve benzer durumlarda klinige

yeni girmis 1ilaglarin  kullanilmalar1
sirasinda terapotik ilag diizeylerinin izlemi

¢ok daha fazla 6nemlidir.

Hangi durumlarda TiDi yapilmasina
gerek yoktur?
- Cok genis terapdtik araliga sahip ilaglar

soz konusu ise,

Terapotik diizeyi takip edilen ilaclar:

- Dozajin Dbireysellestirilmesine gerek
yoksa,

- Farmakolojik etki Kklinik olarak takip
edilebiliyorsa,

- Ilacin serum konsantrasyonu terapotik

veya toksik etki ile iliskili degilse ilag

diizeylerinin takip edilmesine gerek yoktur.

Cesitli 1lag gruplarinda izlemi yapilan ilaglarin 6zeti asagidaki listede gosterilmistir;

1 | Kardiyoaktifilaglar

Digoksin, digitoksin, amiodaron, lidokain,
prokainamid, kinidin, propraonolol, flekainid,

disopramid

2 | Antibiyotikler

Amikasin, gentamisin, tobramisin, vankomisin,

netilmisin

3 | Antidepresanlar

Lityum, trisiklik antidepresanlar

4 | Antiepileptik ilaclar

Fenitoin, fenobarbital, karbamazepin, valproik

asit, etosiiksimid, lamotrijin

5 | Immunosiipressif ilaglar

Takrolimus, sirolimus, siklosporin, evorilimus,
mikofenolik asit (MPA)

6 | Kanser kemoterapisinde kullanilan

ilaclar

Metotreksat

7 Bronkodilatator ilaglar

Teofilin, aminofilin

8 Suistimal edilen ilaglar

Amfetamin, metamfetamin, kokain, metadon,
kodein, morfin, meperidin, oksikodon,

propoksifen, LSD, fensiklidin

9 | Toksikolojik agidan takip edilenler

Parasetamol, salisilik asit, etanol

10 | Proteaz inhibitorleri

Indinavir, ritonavir, lopinavir, atazanavir,

nelfinavir,




Genel isleyis:

Hasta izleminde 6nemli bir yere sahip olan
TIDI, istekte bulunan doktorun yani sira,
farmakologun, kan &rneklerinin aliminda
rol alan hemsire, laboratuar teknisyeni ve
teknik destek saglayan diger personelin
olusturdugu bir ekibin yirtttiigii sistemdir.

Fiziksel mekan ve altyapi:

Sistemin isletilmesinde gerekli olan temel
sartlardan birisi fiziksel mekan ve bunu
tamamlayan gerekli altyapidir. Bu agidan
TiDI’nin

yapildigi laboratuarin

klimatizasyonunun  saglanmigs  olmasi

onemli  bir  ayrintidir.  Olgiimlerin
gerceklestigi ortamin siirekli sabit bir 1s1da
olmasi sonuclarin standardizasyonu
agisindan mutlak bir zorunluluktur. Bu
kosullarin  saglanamadigi  durumlarda
TiDI’nin daha heniiz ilk asamalar1 olan
kalibrasyon ve standart degerlerinin elde
edilmesi agsamasinda sikintilar olusabilir ve
bunun sonucunda da hem zaman kaybi,
hem de maliyet artis1 s6z konusu olabilir.

TIiDI yapilan laboratuarlar icin gerekli
altyapinin  maliyeti olduk¢a disiiktiir.
Yukarida belirtilen klima destegi yaninda,
santrifiij, mikrosantrifiij, buzdolabi,
kesintisiz  gii¢ kaynagr ve vorteksin
yanisira, deiyonize su tesisatinin oldugu bir
odanin bulunmast hasta bakiminda son
derece 6nemli bir yere sahip TIDI icin

baslica ekipmanlardir.

Diizeyi takip edilecek ilaclarin

belirlenmesi ve satin alinmast:

TIDi yapilan laboratuarlarda  analizi
yapilacak ilaglarin belirlenmesi, yukarida
bahsettigimiz ~ ekibin  birlikte  almasi
gereken bir Kkarardir. Burada istekte
bulunan hekimlerle, analizi
gerceklestirecek laboratuarin
sorumlularmin ortak hareket etmeleri,
kurumu hem maliyet, hem de gereksiz is
yikii  altina  sokmamak  acisindan
Oonemlidir.

Karsilikli goriisme ve talepler sonucunda
diizeyi takip edilecek ilaglarin
belirlenmesinden sonraki asama satin alma
stirecinin gergeklesebilmesi icin gerekli
sartnamenin olusturulmasidir. Bu asamada
dikkat edilmesi gereken baslica noktalar
asagida 6zetlenmistir;

- Kullanilacak kalibrator, kontrol ve sarf
malzemelerin temin kolayligi,

- Teslim edilen kitlerin raf 6miirleri,

- Bakim ve onarim hizmetinin giivence
altina alinmasi,

- Teknik destek hizmetinin giivence altina
alinmasi,

- Cihazin Laboratuar Isletim Sistemi (LiS)
ve Hastane Otomasyon (isletim) Sistemine
(HIS) baglanabilirligi,

- Di1s kalite kontrol sistemlerinin temin
edilmesi,

- Kitlere toplu veya ayr1 ayri teklif verilip-

verilmeyecegi,



- Testin siiresi, getirebilecegi ek masraf ve
islemler

- Cihazin kapasitesi gibi konularin detayli
bir sekilde belirlenmesi ve sartnamede yer
almasi saglanmalidir.

Doktorun istemi, Ornegin alinmasi ve

laboratuara ulastirilmasi:

TIDI  yalnizca laboratuar ortaminda
ornekteki ilacin diizeyini tespit etmeye
yonelik bir sistem degildir. Analiz dncesi,
analiz ve analiz sonrast donem olmak
tizere kendi i¢inde 3 farkli doneme ayrilan
bir siirecin tamami TIDI olarak kabul
edilip,  doktor-hemsire-farmakolog  ve
teknisyen arasinda st diizey
koordinasyonun saglanmasi gereklidir.

Ik asama, doktorun otomasyon sistemi
tizerinden veya matbu evrakla, 6zel bir
neden olmadig siirece ilacin kararli diizeye
ulagmasindan sonra (4-5 yarilanma omrti),
istekte bulunmasi ile baslar ve hastadan
alman  kan  Orneginin  laboratuara
ulagtirilmastyla son bulur.

Ornegin alinma zamam TIDi’nin 6nemli
bir kismudir. Bilindigi gibi, ila¢ alindiktan
sonra kan ila¢ diizeyi yiikselmeye baslar,
tmaks kadar bir siire sonra maksimuma
ulagir (pik yapar). Bunun ardindan kan ilag
diizeyi diismeye baslar ve genel olarak da
bir sonraki dozdan hemen 6nce en diisiik
diizeyine (¢ukur / trough) geriler.
Tekrarlanan  dozlarda ilag  alindig1
durumlarda degiskenligin en az oldugu

nokta, bir sonraki dozdan hemen Onceki

(cukur) zaman dilimidir. Bu nedenle
yarillanma Omrii kisa olan ilaglar i¢in
ornekler, bir sonraki dozun hemen
Fenitoin,

Oncesinde alinmalidir.

fenobarbital, amiodaron  gibi  uzun
yarillanma Omriine sahip ilaglar icin ise
herhangi bir zaman diliminde kan Ornegi
alinmast herhangi bir sorun olusturmaz.
Sonu¢ olarak kan Orneklerinin alinmasi
icin en ideal =zaman, ilacin kan
konsantrasyonunun kararh diizeye
ulasmasindan sonraki donemdir. Bununla
birlikte 6rnekleme zamani 6zellik arz eden

ilaglar da mevcuttur. Bunlarin baslicalari

asagida belirtilmistir;



ILAC

ORNEK ALINMA ZAMANI

Aminoglikozidler

ve vankomisin

IV bolus uygulandiginda goriilen ciddi yan etkiler yaninda, etki
mekanizmasi direkt olarak serumdaki tepe ila¢ konsantrasyonuna
bagli oldugu i¢in ¢ukur diizey ile birlikte ilacin pik yaptig
zamanlarda da 8l¢iim yapilmasi gereklidir. IV verilmesini takiben 15.

va da 30. dakikalarda érnek alinmalidwr

Siklosporin Biyoyararlaniminin bireyler arasinda genis farkliliklar gostermesi ve
klinik sonuglarinin plazma diizeyi ile yakin iligski géstermesi
nedeniyle, ilag verildikten sonra 2. saatte 6l¢iim yapilmasi, ¢ukur
zamanda kan ornegi alinmasina gore tercih edilmektedir

Digoksin Toksik seviyelerden kaginmak amaciyla doz sonrasi 6. saatten sonra
olciim icin ornek alimnmalidwr

Lityum Doz ayarlamasi i¢in en dogru yonlendirmenin doz sonrasi 12. saatte
alinan érnegin oldugu gosterilmistir

Teofilin Ongoriilemeyen bir doz yant iliskisi olmast nedeniyle, infiizyon
vapildigr durumlarda, infiizyondan 2-6 saat sonra ornek alinmalidwr

TiDI igin kullanilan &rnekler genel olarak hazir  hale  getirilmesidir  (santrifiij,

serum ve plazmadir. Bunun yaninda, diger

sulandirma vb). Bunu g¢esitli tekniklerle

viicut sivilar (tiikiiriik, idrar, godzyasi vb) analiz isleminin gerceklestirilmesi ve
ve biyolojik materyaller de ilag ve sonunda ¢ikan sonucun dogrulanmasi takip
suistimal edilen maddelerin analizinde eder.

kullanilmaktadir. Analiz yontemleri:

Analitik donem:

TiDI’nin ikinci

(1) Radioimmumoassay (RIA)

asamasi olan analitik (2) Enzym Multiplied Immunoassay

donem ii¢c basamaktan olusmaktadir. Technique (EMIT)

Bunlardan birincisi analiz 6ncesi 0rnegin




(3) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Technique (ELISA)

(4) Apoenzym Reactivation Immunoassay
System (ARIS)

(5) High Pressure Liquid Chromatograpy
(HPLC)

(6) Turbulent Flow Chromatograpy (TFC)
(7) Fluorescence Polarization
Immunoassay (FPI1A)

(8) Gas Chromatograpy Mass
Spectrometry (GCMS)

Bu donemin en son basamagi ise test
sonuglarinin giivenirliliginin
gosterilmesidir. Bu amagla;

- Test yontem ve ekipmanlarinin
performansinin  standart  bir  sekilde
calistigin1  gbstermek icin rutin olarak
kalibrasyon ve Kkalite kontrol testleri
(genellikle her giin) yapilmalidir.

- Laboratuarlar dis (eksternal) kalite
kontrol programlarina katilarak dl¢timlerini
diizenli araliklarla dig merkezlerdeki yetkin
birimlere gondermeli ve dogruluklarmi
kanitlamalidir

- TIDI laboratuarlari, doktorun isteminden,
sonuglarin rapor edilmesine kadar olan tim
asamalarin nasil yiritildigini gosteren
ve bu sayede sistemin standart bir sekilde
islemesini saglayan talimat ve prosediirlere
sahip olmalidir.

Analiz sonrasi (post-analitik) donem:

Test sonucglart yazili veya elektronik

ortamda terapdtik aralik ile birlikte rapor

edilmelidir. Burada en 6nemli nokta, test
sonuclart toksik bir diizeyi (panik deger)
isaret ediyorsa, bunun en kisa zamanda
ilgili hekime veya boliime bildirilmesidir.
Bu konuyla ilgili standart bir isleyisin
olmasi mutlaka saglanmalidir.

Sonucun yorumlanmasinda klinisyen ile
birlikte hareket edilmelidir. Bu siirecte her
ilagc icin genis hasta  gruplarinda
belirlenmis tedavi aralig1 (tedavi penceresi)
referans  alinmalidir. Ancak bazen
serumdaki ila¢ diizeyinin tedavi araliginda
olmasina ragmen tarepdtik  etkinin
goriilmedigi ya da ilag toksisitesinin
gelistigi hastalar olabilir. Benzer sekilde,
bu araligin disindaki degerler i¢in de bazi
hastalarin ~ klinigi  ila¢  diizeyi 1ile
bagdasmayabilir. Tiim bu nedenlerle, elde
edilen serum ila¢ diizeylerinin hastanin
klinigi goz Oniline alinarak yorumlanmasi
gereklidir. Bu yorumlama sirasinda sonucu
etkileyebilecek faktorlere kesinlikle dikkat
edilmelidir. Bu faktorlerin  baslicalar1
asagida siralanmustir;

- Son dozla iliskili olarak 6rnegin alindigi
zaman

- Mevcut dozla tedavinin siiresi

- Doz araligi

- Hastanin yag ve cinsiyeti

- Aldig:1 diger ilaglar

- Yandas hastaliklar1

- Kilo ve boy olarak sayilabilir.



TiDI sirasinda gézlenen aksakliklar:
TIDI sirasinda cesitli basamaklarda ¢ok
sayida problemin ¢ikma olasihigl s6z
konusu olabilir. Sorumlularin bu ihtimali
stirekli goz Oniinde bulundurarak hareket
etmeleri hata oranmini azaltmak acisindan
o6nemlidir. Bu siliregte yasanmasi olasi
aksakliklar agagida 6zetlenmistir;

Analiz oncesi:

- Ornek alim zamanimin yanlis olmasi

- Yanlis 6rnek alinmasi

- Yanlis hasta

- Ornek miktarinin yetersiz olmasi

- Hemoliz

Analiz sirasinda:

- Cihaz kalibrasyonunun giin icinde
bozulmasi

- Cihazla ilgili teknik hatalar

- Dillisyonun dogru yapilamamast

- Ortam sicaklig1 gibi ¢evresel etmenler

Analiz sonrasinda:

- LiS ve HIS sistemindeki olas: kesintiler

- Hasta sonuglarimin karismasi

- Toksik diizey bildirimi sirasinda yasanan
sikintilar

- Sonucu etkileyen etmenlerle ilgili yanlis
veya eksik bilgilendirme

- Test sonuglarinin yorumlanmasinda
iletisim

hekim-laboratuar arasindaki

sorunu

Farmaekonomik boyutu:
TIDi gerek hastane ve sosyal giivenlik

kurumu (SGK) harcamalar1 yoniinden,

gerekse hasta yonilinden ciddi ekonomik
katkilar1 olan bir sistemdir. Hastalarin
almis  olduklarn tedavi sonrasi ilag
diizeylerinin etkin ve diizenli bir sekilde
denetim altina alinmasi olabilecek toksik
etkileri veya yetersiz tedavileri
engelleyerek onemli bir maliyet etkinlik
saglayabilir.

Toksik etkileri engellemek suretiyle,
olusabilecek  komplikasyon ve ciddi
riskleri azaltarak SGK, hastane ve hasta
tizerine ek bir maliyet olusmasini engeller.
Uyum problemleri, subterapdtik doz,
biyoyararlanim farkliliklari, ilag
etkilesmeleri gibi cesitli nedenlerle etkili
olmayan tedavilerin saptanmasi da, yine
gereksiz ila¢ tedavisinin ve sonugta

ekonomik kaybin Onlenmesi acisindan

onemlidir.

TIDI’de gelecek:

Bugiin i¢in TIDI yapan laboratuarlarin test
yogunlugu klinik laboratuar  test
yogunlugunun yaklasik 9%3-5’lik kismini
olusturmaktadir. Ancak, insanlarin yas
ortalamasmin ylikselmesi ve buna bagl
olarak devamli alinmast gereken veya
izlenmesi zorunlu olan ilaclarin
kullanilmasi nedeni ile bu oranin ¢ok daha

yiiksek diizeylere ¢ikmasi beklenmelidir.



Belirtilen nedenler yaninda, gerek hasta
bakimin1 ve yasam kalitesini daha yiiksek
diizeylere  cikarmak, gerekse  hasta
giivenligi ve maliyet etkinlik agisindan
TIDI laboratuarlarmin gelecekte daha fazla
oneme sahip olmasi kacimilmaz bir

sonuctur. Bu bakimdan, terapdtik ilag

diizeyi izlemi yapan laboratuarlarin bu
siirecte yalniz Olglimiin yapildigr yerler
olarak degil, ayn1 zamanda klinik siiregte
sonuglarin yorumlanmasinda daha etkin bir
role sahip oldugu yapilanma modeline

doniistiiriilmesine gereksinim vardir.
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Diizeyi izlemi Pratigine Uyarlanmasi

Prof. Dr. Hakan Ergiin

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

“Terapotik Ilag Diizeyi Izlemi” (TIDI)
konusu igerisinde ilk  vurgulanmasi
gereken temel ilke “kan ila¢ diizeyi degil
hasta tedavi edilir” ilkesidir. Bu temel
ilkeden de anlagilacagl tiizere ila¢ kan
diizeyi ol¢lim sonucu sadece bir rakamdir
ve diger veriler olmaksizin bu rakami
temel alarak yapilan girisimler tibbi bir
anlam ifade etmemektedir (glinlimiizde
hastanin degil laboratuvar bulgularinin
tedavi edilmesi sorununa benzer sekilde).
Diger bir ifadeyle bu rakamin tibbi bir
anlam  tagimast i¢in  yorumlanmaya
gereksinimi ~ bulunmaktadir.  Yorumun
dogru yapilabilmesi ise tedavisi yapilan
hastalik, hastanin tibbi durumu, ilagla
tedaviye baslama zamani, dozu, doz
araliklari, hastanin  bu ila¢ disinda
kullandig1 diger ilaglar, hastanin cinsiyeti,
boyu, agirligr gibi fiziksel 6zellikleri ile en
o6nemlisi soz konusu ilacin farmakokinetik
ve farmakodinamik ozelliklerinin
ayrintilariyla  bilinmesi  gibi  temel
unsurlardir.  Sonu¢ olarak kan ilag
diizeyinin 6l¢iimiine “TIDI” denilebilmesi
icin bu ilag diizeyi ile ilgili yorumun “es
kaginilmazdir.

zamanl” verilmesi

Yorumsuz olarak yapilacak olan ilag
diizeyi analizi bu kavram kapsaminda degil
rutin bir kan dilizeyi analizi olarak
degerlendirilmelidir. Kavram birligi olmasi
acisindan klinisyenler, farmakologlar ve
biyokimya uzmanlarinin konuyu bu sekilde
ele almalar1 son derece 6nemlidir. Ancak
ne yazik ki sadece Tiirkiye’de degil tiim
diinyada bu kavramin tam oturmamasi
nedeniyle siklikla sorunlar
yasanabilmektedir.

Konuya gosterilen 6zeni en agik bigimde
ortaya koymak acisindan Bussey ve
Hoffman’m  ¢alisma  sonuglart  yol
gostericidir'. Retrospektif olarak yapilan
bu calismada kan toplanmasi asamasinda
%43 oraninda hata yapildigi, bunun
disinda ilag¢  diizeyi ve Onerilerin
klinisyenler tarafindan yanlis algilanmasi
ile sonugta tim izlemlerin %70’inde
hatalarin var oldugu gorilmistir. Her ne
kadar bu veriler 1983 yilinda yaymlanan
bir ¢alismaya ait olsa da TIDI ile ilgilenen
kisilerin tanik oldugu tizere bu sorunlar
halen yiiksek oranlarda devam etmektedir.
TIDI, diger bir bakis agistyla giivenli ilag

kullaniminin bir aracidir.



Su anda ruhsatli bulunan veya bundan
sonra tibbi kullanima sunulacak olan
ilaglarin etkili ve glivenli bir sekilde
kullanilabilmeleri ile ilgili olarak degisik
kapsam ve igerikte risk yonetim planlar
olusturulmaktadir. Ozellikle kisiler arasi
etkililik veya advers etki baglaminda genis
varyasyon gdsteren ilaclar i¢cin uygun bir
dozun bulunmasit amaciyla ilag kan
diizeylerinin Ol¢iimii risk yonetim plani
icerisinde de degerlendirilebilir. Su anda
siklikla  antiepileptikler, aminoglikozid
grubu antibiyotikler, digoksin, vankomisin
gibi  olduk¢a uzun zamandir tibbi
kullannomda olan ilaglar icin TIDI
beraber

yapilmakla immiinosiipresan

ilaglardan siklosporin, metotreksat,
takrolimus gibi nispeten yeni ilaclar i¢in de
TIDI etkili ve akile1 gériinmektedir. TIDI
ile izlenmesi gereken ila¢ sayisinin daha da
artacagi kuskusuzdur. Bu nedenle TIDi nin
hastanin  tedavisinin  planlanmasinda,
optimize edilmesindeki rolii stirecektir.

Bazi ilacglar i¢in ise etkililik bakimindan
kisiler arasinda varyasyon bulunmakla

birlikte, bu ilaglarin etkileri dogrudan

Klinik  veya  biyokimyasal olarak
gbozlemlenebilmektedir.  Kisiler  arasi
varyasyondan sorumlu olabilecek
farmakokinetik Ozelliklerin disinda

farmakodinamik ozellikleri de ig¢inde
kapsayan ve terapotik hedefin iyi bir 6n
belirteci (surrogate) olan Kklinik parametre

dogrudan  degerlendirilebiliyorsa  (kan

basinci, viicut sicakligi, kardiyak ritim,
agrt vb.) veya biyokimyasal olarak
gosterilebiliyor ise (kan sekeri, kolesterol
vb.) TIDI’nin rolii azalmaktadir. Ancak
epilepsi, immiinosiipresyon gibi bir¢ok
klinik durumda yol gosterici olabilecek
klinik veya biyokimyasal 6n belirteclerin
olmamasi bu tiir ilag gruplarinda ilag kan
diizeyinin izlemini vazgecilmez
kilmaktadir.

Melmon’un 1971 yilinda ortaya koydugu
ve ila¢ advers etkilerinin %70-80’nin doz
bagimli oldugu ile ilgili bilgi, gliniimiizde
rakamsal olarak azalmis olmakla birlikte
yiiksek bir orami teskil etmeye devam
etmektedir’. Aymi dozun kisiler arasi
varyasyonunun nedenleri arasinda ilaglarin
farmakokinetik o6zellikleri agirlikli  rol
almaktadir. TIDI ile iliskili olabilecek
farmakokinetik parametreler ise ilaglarin
bu ozelliklerini belirleyen ana
basamaklarda sirasiyla emilim, dagilim,
biyotransformasyon ve eliminasyon

boliimlerinde 6zetlenmistir.

Emilim

[laglarin emilimi degisik mekanizmalar
araciligiyla olmakla beraber genellikle
pasif difiizyonla gergeklesmektedir. TIDI
acisindan emilim basamaginda en Onemli
parametre ilacglarin  biyoyararlanimdir.
Emilim  basamaginda  biyoyararlanim
parametresi kisiler arasi varyasyonun en

6nemli nedeni oldugu gibi ayni hastanin,



hastalik donemlerine gore de degiskenligin
onemli nedenlerindendir. Buna 1iyi bir
ornek digoksinin sag kalp yetmezliginin de
eslik ettigi klinik tablodaki kullanimidir.
Kalp yetmezIigi bulgularinin yogun oldugu
tedavinin baslangi¢ doneminde alinan
digoksin’in biyoyararlanimi periferde ve
ozellikle barsaktaki 6deme bagli olarak
diisiik diizeydeyken kalp fonksiyonlarinin
normale donmesi sonrasinda barsaktaki
O0demin azalmasi dolayisiyla emilim orani
yani biyoyararlanimi artmaktadir. Bunun
disinda ilk gecis etkisine yiiksek oranda
maruz kalan ve biyoyararlanimi diisiik olan
bazi ilaglarin uzun siire kullanilmalariyla
gelisen doygunluga bagli olarak zaman
icinde azalan ilk gecis etkisi
biyoyararlanimlarinin artmasi ile
sonuclanabilmektedir (Or: oral morfin).

Emilim diizeyinde rutin TDM olmayan
maddeler ve yine ilaglarin oral yol disinda
ozellikle kas i¢i veya transdermal olarak
uygulanmalarina bagli olarak &nemli
sorunlar yasanabilmektedir. Bu
uygulamalardan  oOzellikle kas igine
uygulama ve/veya uygulanan ilacin depo,
yavas salmmm gibi farkli  formlan
oldugunda, standart tek bir zaman
noktasindan yapilan ornekleme ile elde
edilen kan diizeyi sonucu yeterli ve gercek
yorumlamaya uygun olmayabilir. Bu
baglamda gerek alan igi (TIDI yapilan
ilaglar) gerek alan dis1 (rutin olarak kan

ilag diizeyi analizi yapilmayan) ilaglarla

ilgili farkli uygulama durumlarinda (kas
ici, depo farmasotik form, yavas saliveren
tabletler) kan alim zamanlarinmn iyi
belirlenmesi ve yorumlanmasi

gerekmektedir.

Dagihm

Sanal dagilim hacmi hesabi ilaglarin
dagildiklart  toplam alan1  gOstermesi
bakimindan o6nemli bir farmakokinetik
parametredir. Ilacin  verildikten sonra
homojen olmayan, farkli kan akim hizlar
olan ve yapisal olarak molekiiliin gecisine
farkli diizeyde izin veren oOzellikleri
dolayisiyla ilacin organizmada denge
haline gelmesi molekiile gore degiskenlik
gosteren bir siireyi almaktadir. Bu siireg
ilactn  “dagilim faz” olarak ifade
edilmektedir. Ornegin digoksinin i.v.
yoldan verilmesinden sonra kan digoksin
diizeyi nispeten hizl bir diisiis gdstermekte
ve sonradan daha yavas bir azalma ile
zaman boyunca konsantrasyon egrisi
cizmektedir. Ilk donemde ortaya cikan
hizl diisiis, digoksinin “dagilim faz1” iken
2. ve nispeten daha yavas olan diisiis ilacin
agirlikli  olarak  “eliminasyon  fazi”ni
yansitmaktadir. Kan diizeyinin aksine doku
digoksin diizeyi ise tedricen artmakta
(dagilm fazinda olan kan digoksin
diizeyinin tersine) ve sonra kan digoksin
diizeyi ile beraber paralel bir diisiise
gecmektedir. Digoksin etkisini gdsterecegi

miyokard dokusunda (biyofaz) olan



diizeyi, ayni1 sekilde zaman i¢inde artmakta
ve dolayl olarak etkisi de zaman i¢inde
ortaya  c¢cikmaktadir.  Digoksin  igin
tanimlanan terapotik pencere dagilim
fazin1 gectikten ve miyokard dokusu ile
kan diizeyi arasinda paralelligin kuruldugu
eliminasyon fazinda olmasi gereken diizeyi
yansitmaktadir. Digoksinden farkli olarak
bazi ilaclarin (tiopental, lidokain) dagilim
fazinin cok daha kisa stirede
tamamlanabildigi de g6z  Oniinde
bulundurulmalidir. TIDI siirecinde kan
alma doneminin zamanlamasinin bu temel
farmakokinetik ilkelere uygun yapilmasi
gerekmektedir.

Bir diger Onemli parametre ilaglarin
plazma ve doku proteinlerine
baglanmasidir. Molekiiliin 6zelligine bagl
olarak ilaglarin 6nemli bir kismi dolagimda
plazma  proteinlerine  baglanmaktadir.
TiDI’de olgiilen kan ilag diizeyi pratikte
genellikle serbest ve bagli fraksiyonunun
toplamidir. Oysa ilacin etkisinden sorumlu
olan fraksiyonun serbest fraksiyon oldugu
ve  yorumlama  sirasinda  Ozellikle
hipoproteinemili hastalar ve/veya yiiksek
oranda plazma proteinlerine baglanan
ilaglarda bu oOzellik de goz Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica ilag etkilesimi
baglaminda es zamanl olarak kullanilan ve
yiiksek oranda proteine baglanma orani
gosteren ilaglarin proteinlere baglanmak
icin yarigmast nedeniyle ayni

konsantrasyonun ol¢lilmesine karsin toksik

etkilerin goriilmesinin nedeni olabilecegi

de akilda tutulmalidir.

Biyotransformasyon
Tlaglarin biyotransformasyonundan

sorumlu enzimlerin polimorfizm
gostermelerinin, kisiler ve 1rklar arasi
varyasyonun énemli bir nedeni oldugu son
yillardaki ¢alismalarla acik bi¢cimde ortaya
konulmustur. Bu temel bilgi diger tiim
basamaklarda oldugu gibi doz-yanit iliskisi
yerine konsantrasyon-yanit iligkisinin gok
daha diisiik varyasyon yaratacagi sonucuna
aciklik  getirmektedir. Bunun disinda
biyotransformasyondan sorumlu
enzimlerin diger ilag, besin ve/veya kisisel
aligkanliklar (sigara) ile indiiklenebildigi
veya inhibe edilebildigi de g6z Oniine
alindiginda daha da karmagsik olmaktadir.
Ancak tim bu ozellikler nedeniyle bilinen
tim ilaglarin kan diizeyinin 6lciimii ile
optimum terapétik etki ve minimal advers
etki goriilmesi gibi ideal bir tablo ¢izmek
miimkiin degildir. Boyle bir yaklasim ne
yazik ki bir tiir {itopya olmaktan Gteye
gidemeyecegi gibi akilci bir uygulama da
degildir. Kisiler aras1 varyasyonun ortaya
¢ikmasinda tek neden olmadigini agiklama
baglaminda digoksin ile ilgili 6rnek
verilebilir. Digoksin i¢in kararli durum
vadi kan diizeyi 0,8-2,0 ng/ml araliginda
oldugunda etkili ve toksik olmadig1 kabul
edilir. Oysa yapilan calismalarda bu

konsantrasyon araliginda dahi hastalarin



yaklasik onda birinde toksik etkiler tespit
edilebilmektedir®.

daraltilmasi halinde (Or: 0,8-1,6 ng/ml) bu

Terapotik  araligin
minimalize edilebilmektedir. Bu sekilde
optimum ila¢ diizeyinin daraltilmasi akilei
gibi goriinse de ortaya ¢ikan toksik
bulgularin hangi alt grupta oldugunun
tespiti daha dogru bir yaklagimdir.
Digoksin orneginde 1,6 ng/ml’nin altinda
olan  hi¢bir  hasta  toksik  bulgu
gostermezken 3,0 ng/ml  diizeyinin
tizerindeki hastalarin tamaminda toksik
etki gortilmektedir. 1,6 - 2,0 ng/ml arasinda
olup toksisite gosteren hastalar kendi
icinde degerlendirildiginde  bunlarin
tamaminin  ayni zamanda miyokardin
duyarlilagsmasina neden olan koroner kalp
hastas1 oldugu goriilmektedir. Bu bilgi
is1ginda ilag diizeyi ile ilgili yorumda
hastanin saglik 0zge¢misinde olan ve
mevcut durumu degistirebilen koroner
arter hastalig1 gibi durumlarin géz oniinde
bulundurulmasi daha akilci goriilmektedir.
Izlenen ila¢ inaktif  metabolit(ler)e
doniistiiriilityorsa, bu ilacin
eliminasyonunu saglayan temel basamak
olarak  degerlendirilebilir  (eliminasyon

basliginda ele alinmistir). Ancak ilaglarin

biyotransfromasyonu sonucu agiga ¢ikan

metabolit farmakolojik olarak aktif ise bu
molekiiliin de dl¢lilmesi optimum yorumun
yapilabilmesi i¢in 6nem kazandig1 gibi
hastanin durumunun irdelenmesinde de yol

gosterici olacaktir.

Eliminasyon

Eliminasyon ilaglarin  farmakokinetik
ozellikleri icerisinde ve terapdtik ilag
diizeyi izleminde biyotransformasyon ile
birlikte en o6nemli adimlar1
olusturmaktadir. Bu basamakta
aciklanmasi gereken en 6nemli kavram ise
klirenstir. Moller ve arkadaslar1 idrar
akiminin 2 ml/dk’nin iizerinde oldugu
durumda bobrek tire ekskresyonunun sabit
bir kan hacmi iire diizeyi ile orantisal
oldugunu belirlemiglerdir. Bu  sabiti
tammmlamak i¢in klirens ve dakikada
ireden temizlenen kan hacmi olarak iire
klirensi ifadesini kullanmuslardr®. Bu
tanimlamalarin ardindan bobrek
fonksiyonun gosterimi i¢in  kreatinin
klirens degeri klinik kullanima girmistir.
Tanim bobreklerin 1 dakika igerisinde
kreatinini arindirdig1 plazma hacmi olarak
Ozetlenebilir. Klirens degerinin birimi
ml/dk ve hesaplanmasi ise asagidaki

formiile gore yapilir.

Idrar kreatinin konsantrasyonu (mg / ml) x Idrar hacmi (ml/ dk)

Kreatinin klirensi (Clgg) = ------=-====mnmmmmnmmn-

Plazma kreatinin konsantrasyonu (mg/ ml)



Klinik pratikte idrar kreatinin diizeylerinin
Olciimii  pratik degildir. Bu nedenle
hesaplanirken  birgok  farkli  yontem

bulunmakla beraber genellikle

Clcr (ml/dakika) = -----

72 (serum Kkreatinin mg/ml)

Bu formiiliin ¢iktis1 erkekler icin gegerli
oldugundan kadmlar icin diizeltmede,
hesaplanan  degerin %15  oraninda
azaltilmasi gerekmektedir.

Bu formiil:

Clcr (ml/dakika/1,73m?) = —---mmmmeeeee-

(serum kreatinin mg/ml)

k degerleri (yas ve cinsiyete gore):

yeni dogandan 1 yasa kadar: 0,45
cocuklar (1-13 yas): 0,55
kiz (13-20): 0,57
erkek (13-20): 0,70

Ancak tiim bu formiiller basta kas kiitlesi
azalmig ve dolayisiyla kreatinin iiretimi
diisen geriatrik yas grubu i¢in uygun
olmadig1 gibi kreatinin iiretiminin diisiik
oldugu siroz, kaseksi gibi  klinik
durumlarda da hatali sonuglar verebilir.

Eliminasyon siirecinde TIDI i¢in diger ¢ok
onemli bir farmakokinetik parametre
ilaglarin yarilanma Omriidiir. Pratik olarak
kan ilag diizeyinin yar1 diizeyine inmesi

icin gecen siireyi ifade etmektedir.

nomogramlardan veya Cockroft ve
Gault’un formiiliinden yararlanilmaktadir.

Bu formil:

(140-yas) (agirlik kg)

Cocuklarda yeterli kas kiitlesi olmamasi
dolayisiyla bu formiiliin viicut alanina gore
hesaplanmas1 ve yas gruplarmma uygun

sabitlerin kullanilmasi gerekmektedir®.

K (boy cm)

[lacin yarilanma omrii  biliniyor ise
yiikkleme dozunun ardindan bir yarilanma
omrii sonunda daha oOnce verilen dozun
yarisinin yerine konmasi (biyoyararlanim
g0z oniinde bulundurularak) her yarilanma
omrii sonunda elimine edilen miktarin
yerine konmasi ile tedavi siirdiiriilebilir
gibi  goziikmektedir. Ancak ilaglarin
yarilanma Omiirleri pratik bir dozlama
semas1 yaratamayacagi gibi ylikleme dozu
da klinik pratikte pek tercih edilmeyen bir
yontemdir. Yarilanma omrii ile ilaglarin
kararli durum konsantrasyonuna ulasmalari
arasinda iligkiyi ortaya koymak ve buna
gore izlemin yapilmasi daha pratiktir.
Ilaglar sabit doz ve doz araliklarinda

uygulanmaya baslandiktan sonra 4-5



yarillanma Omri kadar bir silire gegince
kararh durum konsantrasyonuna
ulasmaktadir. Ilaglarin dozu ve dozlama
araliklari ulasilan kararl durum
konsantrasyonunu  belirleyen  etmenler
olmakla birlikte ilacin kararli durum
konsantrasyonuna ulagsma zamanini
belirlememektedir. Diizenli araliklarla her
bir dozu 100 birim olan bir ilag
verildiginde (biyoyararlanimi %100 kabul
edilerek) bu ilacin %50’si bir yarilanma
omrii  sonucunda elimine edilecektir.
Eklenen 100 birim toplam miktar1 150’ye
cikaracak ve bir sonraki yarilanma
omriinde yine %50’lik azalma ile 75
birime diisecektir. Bu basit hesapla devam
edildiginde 4. yarilanma siiresi sonunda 94
birim 5. yarilanma siiresi sonunda 96 birim
maddenin organizmada kaldig1
bulunacaktir.  Dolayli olarak ilacin
ugrayacagl dagilima paralel olarak da bir
kan konsantrasyonu olusacaktir. Pratik
olarak 94-100 birim araligi ayni kabul
edilebileceginden kararli duruma ulasma
zamani 4-5 yarilanma siiresi kabul
edilmektedir. Burada en 6nemli ve siklikla
hatalara neden olan konu ilaglarin doz
araliyi veya dozu degistirildiginde bu
degisikliklerin her birinin yeni bir kararl
durum  konsantrasyonu  olusturmalari
bakimindan yeni bir 4-5 yarilanma siiresine
gereksinimleri oldugu bilgisidir. Oysa
klinik pratikte siklikla tanik olunan durum;

doz degisimi sonrasi ilacin yarilanma

zamani g0z Oniinde bulundurulmadan
kontrol amaciyla Olglimii istenen kan
ornekleridir.

Ilaglarin yarilanma zamami olarak ifade
edilen parametre, tedavi siirerken ve
eliminasyonun agirlikli oldugu doénemde
Olciilen yarillanma zamanidir. Oysa bazi
ilaclarin Olgiilen bu deger disinda, zaman
boyunca konsantrasyon egrilerinin sonunda
terminal yarilanma Omrii olarak ifade
edilen ve ilacin organizmadan
uzaklastirilmasinin gec donemlerini
yansitan ¢ok daha farkli yarilanma zamam
tespit edilebilir. Bu terminal yarilanma
zamani bazi ilaglar (bifosfonatlar) igin
yillar ile ifade edilebilir diizeydedir. Ancak
TiDI’de kullanilan onemli bir
farmakokinetik parametre degildir.

Genel bir degerlendirme ve ideal bir durum
tasvirinde bir hastaya verilen ilacin ve/veya
aktif metabolitlerinin dolagim iginde an ve
an izlenmesi ve olusturdugu etki ile
karsilastirilarak terapdtik doz ve dozlama
araliklarinin  belirlenebilmesi ¢ok akilci
gibi goriinmektedir ancak pratik olarak
ulagilamaz bir durumdur (analitik sorunlar
da goz Onlinde bulunduruldugunda).
Ayrica kan ilag diizeyi ¢ok Onemli bir
gosterge olmakla birlikte tek belirleyici
degildir.

[laglarin farmakokinetik

ozellikleri disinda farmakodinamik
ozellikleri de kisiler aras1 ciddi varyasyon
gostermektedir. Her ne kadar hastalarin

ilac1 tolere edebilirlikleri veya verdikleri



yanitlar genellikle normal bir dagilim
gosteriyor ve
farmakokinetik/farmakodinamik iligki
genellikle lineer goriiniiyor ise de istisnalar
azztmsanmayacak diizeyde yiiksektir. Buna
en carpict Ornek olarak, ila¢ etki
mekanizmasi irreversibl (geri doniisiimsiiz)
enzim inhibisyonu ile olan bir ilacin
plazma diizeyi ile etkisi arasinda higbir
korelasyon bulunmamasi verilebilir.

Ilaglarin hem farmakokinetik hem de
farmakodinamik ozelliklerinin
belirlenmesinde aract olan basamaklar
genetik olarak ortaya konulabilmekte,
kisileraras1 varyasyonlar kadar cinsiyet ve
wklar arasindaki farkliliklar
gosterilebilmektedir. Bu tiir farkliliklar
inceleyen ve giinimiizde gittik¢ce daha da
gelisen farmakogenetik isimli bir alan bu
soruna yanit aranmasindan dogmustur. Bu
baglamda bir ilacin hastaya uygulandiktan
sonra (oral veya parenteral) kan diizeyinin
izlenmesinin yaratacagi faydanin dncelikle
ortaya konulmasi gereklidir. Olasi faydanin
disinda, kolaylikla ve yaygin olarak
kullanilabilecek bir analitik yontem ve
ilgili ilaclar i¢in kabul edilmis terapdtik bir
araligin olmasi da 6n kosullardir. Bu ilag
kan diizeyi araligi, hastalarin kabul
edilebilir bir

olusturabilecek ve  advers

oraninda etkiyi
etkilerin
minimum diizeyde gorildiigii bir araligi
tanimlamalidir (“terapotik pencere” veya

“terapdtik aralik”). TIDI uygulanan ilaglar

genellikle terapotik penceresi dar olan
ilaglardir. Terapétik penceresi genis ve
kisiler arasi varyasyonun yogun olmadigi
kosullarda TIDI istenilen diizeyde fayda

saglamamaktadir.

Sonug ve &zet olarak TIDI icin endikasyon
teskil edebilecek ozellikler asagidaki
durumlar ile sinirlidir ve bunlarin disinda
eklenecek endikasyonlarin farmakokinetik
ve farmakodinamik ilkeler baglaminda
rasyonellerinin Onceden ortaya konmasi
kaginilmazdir:

1. Kan ila¢ diizeyi ile terapotik etki
ve/veya toksisite arasinda belirlenmis bir
iligki.

2. Kan ilag diizeyi ile doz arasinda zay1f bir
iligki.

3. Klinik olarak kan ilag diizeyinin 6l¢timii
icin iyt bir endikasyon: tedaviye
yanitsizlik, siipheli uyun¢ sorunu, toksisite
isaretleri.

4. Terapotik etkisizligin ciddi ¢iktilar:
olabilen hastaliklar.

5. Analitik olarak uygulanabilir bir

teknigin varlig.
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Terapétik ilag Diizeyi izleminde Analiz Yéntemleri ve Calisma ilkeleri

Dog. Dr. Basar Strmagiil

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ab.D.

Terapétik ilag diizeyi izlemi (TiDI), ilag
diizeyi Olgiimiiniin ~ 1950°li  yillarda
antiepileptik ilaglarin gaz kromatografisi
(GC) ile kan diizeyinin belirlenmesi ile
basglayan, 1959 yilinda immunoassaylerin
oncilisi  olan radioimmunassay (RIA)
(Yalow ve Berson) ve 1960’l1 yillarda
yiksek  basingli  sivi kromatografisi
(HPLC) ile devam eden tarihgesinde;
1970’11 yillarda immunoassay
yontemlerinin  uygulanmast  ile  hiz
kazanmustir.

Immunoassayler, c¢oziiciideki  bilesigin
konsantrasyonuyla iliskili, Olciilebilen bir
sinyal ireten ¢ok spesifik antijen-antikor
komplekslerini kullanan hassas analitik
testlerdir. immunoassayler ayrica, viicutta
bir bilesigin varligina ve yokluguna dayali
kalitatif veri de f{iretirler. Immunoassay
yontemlerinin TIDi’de kullanilmasi, rutin
acidan kolay, basit ve hizli sonug¢ alinmasi
nedeniyle olduk¢a yayginlagmistir.

Fakat Kklinik uygulamada yer alan ve
terapotik acidan diizey izleminin yapilmasi
gerekli Onemli sayidaki ilag igin halen
immunoassay Kkitlerinin istenen diizeye
ulagmadigini gérmekteyiz. Bu alanda daha
sofistike olan HPLC ve GC’nin ardisik
kiitle spektrometrisi uygulamalar1 rutinin

yaninda farkli biyolojik Orneklerden ilag

diizeyi Olglimlerinde referans yoOntem

konumundadirlar.

ILAC DUZEYI OLCUMUNDE
KULLANILAN ANALITIK
YONTEMLER

Ideal olarak uygulanan analitik yontem;
Benzer yapilara sahip bilesikleri
(degismeyen ila¢ ve metabolitlerini) ayirt
edebilmeli

Kii¢iik miktarlar1 saptayabilmeli

Rutin olarak uygulanabilmeli

Uygulanan diger ilaclardan etkilenmemeli

1. IMMUNOASSAYLER
Giiniimiizde = TiDI’de = immunoassay
uygulamasi ile on islemsiz, tam otomatize,
stiregen, kolay erisimin s6z konusu oldugu
stirecler s6z konusudur. Burada 100puL’nin
altinda 6rnek hacmi ile calisan, reaktifleri
(miyarlar1)  barindirabilen, biinyesinde
kalibrasyon egrilerini saklayabilen
sistemler s6z konusudur.

Immunoassay tekniginin ilkesi: Burada
analitik olarak ilag molekiilii ve spesifik
antikorun yaptig1 kompleksin taninmasina
dayal1 bir analiz s6z konusudur.

Bu yontemde analizi yapilacak maddeye
(antijen) kars1 gelistirilen spesifik "antikor"

ve analizi yapillacak bu maddenin



isaretlenmis  sekli  kullanilir.  Tayini
yapilacak molekiillere kars1 antikorlarin
elde edilmesi immunoassayin en Onemli
boliimudiir.

Analizi yapilacak kimyasal maddeyi (ilact)
iceren biyolojik siviya, belirli
konsantrasyonda antikor ve isaretlenmis
ilag ilave edildiginde karisimla asagidaki

reaksiyon gerceklesir:

Ab*

Antikor  yarigmali olarak serbest
isaretlenmis ila¢ (ilac*) ve analizi
yapilacak ilagla kompleks (bagli ilag)
olusturur (Sekil 1). Bu karisimda "bagli
isaretlenmis ila¢" molekiillerinin, "bagl

isaretlenmemis ila¢" molekiillerine orani

serbest ilacin miktari ile ters orantilidir.

Ag-Ab*

S=* + @D - PpH

Labeled Antibody

Analyte in
Reagent Specimen

Antibody-Analyte
Complex

Sekil 1: Iimmiinoassayde ilag icin antijen (Ag) ve antikor (Ab) iliskisi.

Immunoassaylerin siniflandirilmast:
[lacin isaretlenmesi ¢esitli tekniklerle
yapilir.  Immunoassay  teknikleri bu
isaretleme yontemlerine gore de birgok alt
siniflara ayrilir:

Radyo immunoassay (RIA) Antijen
radyoaktif madde ile isaretlenir. Miktar
tayini radyoaktivitenin  Olglilmesi ile
yapilir.

Enzim immunoassay (EIA) : Isaretleme
enzim ile yapilir. Enzim aktivitesi tayin
edilerek analizi yapilacak maddenin
miktar1 saptanir.

Floro immunoassay (FIA) : Isaretleme
florofor bir madde ile yapilir. Miktar tayini

spektroflorimetre ile saptanir.

Immuno  kemiluminesans Isaretleme
kemiluminesans veren bir madde ile
yapilir.

Immunoassay teknigi, karisima dogrudan
uygulanabiliyorsa "homojen
immunoassay”, eger karisimdan isaretli
ilacin ayrilmasindan sonra
uygulanabiliyorsa "heterojen
immunoassay" adi verilir. RIA heterojen;
EIA, FIA ise homojen immunoassay'lere
ornek olarak verilebilir.

Immunoassay teknolojileri oldukg¢a
farklilagsmus ticari sunumlar1 olan genis bir
ailedir. Kompetitif ve immunometrik
(sandvig) olarak temel anlamda

immunoassay formatini ikiye ayirabiliriz:



Kompetitif immunoassay sistemler kiigiik
molekiil agirlikli  analitlerde  spesifik
antikor varhiginda ¢alisirken, sandvig
immunoassayler daha biiyiik molekiiler
agirlikll analitlerde (protein, peptid) ve iki
ayr spesifik antikor varliginda calisan bir
sistemdir. TIDi’de genelde daha kiiciik
molekiiller s6z konusu oldugundan
kompetitif immunoassayler ilag diizeyi
Olclimiinde daha yaygindir.

Antijen veya anikor miktarinit 6lgmek igin
isaretli materyallerin kullamimina ihtiyag
duyarlar. Label (belirteg), assayin bir
boliimii olarak rol oynayan bir molekiildiir
ve ¢ozeltide Olgiilebilen bir sinyal tretir.
Bu bir radyoaktif bilesik (RIA) veya
¢ozelti renginde veya floresansinda  bir
degisiklige sebep olan bir enzim (EIA)
olabilir.

Heterojen immunoassayde; aksine bagli ve
serbest belirteglerin ayrisimi sinyal olarak
Olgilir. Bu ayrisim siklikla  manyetik
olarak ol¢iiliir. Miyar analiti veya analogu
paramanyetik partikiill (PMP) baglh ve
antikor etiketli olarak saglanir. Tersine
antikor PMP’ye konjuge olarak ve miyar
analiti belirteci iceriyor sekilde de olabilir.
Ayristm  ve yikama sonrasinda bagl
belirteg diger reaktiflerle reaksiyona
girerek sinyali olusturur. Kemiliiminesan
immunassaylerin ¢ogunda bu mekanizma
gegerli olup belirtegler kiigiik

molekillerdir.

Homojen yontemler genellikle suistimal
edilen veya terapétik ilaglar gibi kiigiik
miktar analitlerin 6l¢limii i¢in uygulanirlar.
Serbest Ag*’den Ab-Ag* baglanmasinin
ayrigsmasma ihtiyag duymayan homojen
yontemlerin uygulanabilirligi daha kolay
ve daha hizlidir.

Belirteglerin ~ enzim  oldugu  ELISA
sisteminde kemiliiminesan, flourometrik,
kolorimetrik sinyaller olusur.

Daha eski immunoassay formatlarda
belirteglerin radyoaktif maddeler oldugu
RIA yontemi kullanilmaktaydi.
Radioimmunoassayler (RIA), beta veya
gama sayaci ile Olgililebilen radyasyon
yayan bir radyoaktif isaretten (**°1, °H ,**C)
faydalanirlar. Enzimle birlestirilmis
immunoassaylerde (EMIT), ornekteki ilag
ve Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ile
isaretlenmis ilag antikor baglayici bolgeler
icin yarisir. Baglanma enzim aktivitesini
inhibe eder, serbest enzim etkilesim igin
aktif olarak kalir. Enzim
aktivitesi/absorbans1 direkt olarak ilag
konsantrasyonuyla orantilidir.

Polistiren

partikiillerin kullanildig:

heterojen immunoassaylerde mikro
Ol¢iilerde partikiillerin varligi mikroenzim
(MEIA) olarak

adlandirmasina neden

immunassay
olmustur.
Immunoassaydeki ana reaktif, baglayici
molekiil olup analit spesifik antikor veya

fragmanlar1 seklindedir.



Giliniimiizde ¢ok sayida farkli antikor
kullanilmaktadir. Hayvanlardan poliklonal
antikorlar, analitin kendisi veya biiyiik
molekiillii adjuvan kompleksi ile hayvana
enjeksiyonu sonrasinda elde edilir. Daha
sonra hayvanin serumundan bu antikorlar
alimir. Daha yenilerde mast hiicresi aracili
timor hiicresine inokiilasyonla tek klonlu
monoklonal antikorlarin spesifik antikor
tiretimi amaclh kullanimi s6z konusudur.
Monoklonal antikorlarin poliklonal
Olanlara istiinliikleri;

Poliklonal antikorlarda iiretimin olustugu
canli hayvanin her defasinda farkh
ozellikler gosteren bireyler olabilecegi goz
onlinde bulundurulmalidir. Analit igin
monoklonal antikorlarla karsilastirildiginda
poliklonal olanlar ¢ok sayida ve daha az
spesifik goriiniim olusturmaktadir.
Poliklonal antikorlar, genelde yanlis pozitif
sonu¢ verirler ¢linkii antijen epitoplarina
daha az spesifiktirler ve degisken
baglanma afinitelerine sahiptirler.
Antijenlerine benzer baska molekiillere de
baglanabilirler. Bazen reaktif igerisinde
bir peptidaz kullanilarak tam antikor yerine
onun  fragmanlar1  kullamilir ~ (Fab
antikorlart). Antikorlarin tiretimi
immunoassaylerin kullaniminda 6nemli bir
islemdir.  Cilinkii  cihazin  sonuglar1
olusturmada kullandigi olusan antijen

antikor kompleksleridir.

Monoklonal antikorlar, antikor {reten

hiicre ile miyelom hiicrelerini

kaynastirarak  elde  edilirler.  Sonug
hiicresine hibridoma denir.

Hibridomalar ~¢ok  miktarda  antikor
icerirler. Taninan antikorlar1 iceren hiicre
poptilasyonlarinda  kiiltiirleri ~ kolayca
yapilabilir. Bu antikorlar monoklonal
antikorlar olarak adlandirilirlar ¢linkii tek
bir antikor klonu olusturan hiicrenin
dollenmesinden elde edilirler.

Kompetitif immunoassaylerde, test
ornegindeki isaretlenmemis analitin sinirli
sayidaki antikor baglayic1 bdlge igin
isaretlenmis antijen ile yarigmaya girme
yetenegine gore oOlciiliir. Isaretlenmemis
antijen, isaretlenmis antijenin baglanmasini
bloke eder ¢ilinkii antikor {tizerindeki
baglanma bdlgesi onceden isgal edilmistir.
Burada spesmen ig¢indeki Slgililecek analit
ile miyarda (reagent) bulunan isaretli bir
analitin veya analogunun smirl sayidaki
spesifik antikor ile yarigmast  s0z
konusudur. Antikora belirtecin baglanmasi,
Olciimli yapilan analitin miktar1 ile ters
orantili oldugundan sinyalin miktarina gore
antijen ve antikor etkilesimi prensibinden

hareketle miktar tayini yapilmaktadir
(Sekil 2).



Ag*

%+GD+*GD-»GD%+*GD%

Ab-Ag Ab-Ag*

Sekil 2: Kompetitif immiinoassaylerde antijen (Ag) — antikor (Ab) iliskisi.

Non-kompetitif immiinoassaylerde (Sekil
3), isaretli analitin miktar1 antijenin
miktartyla dogru orantiliyken; kompetitif
immunoassaylerde ters orantilidir.
Nonkompetitif immunoassayler, genellikle
en ist seviyedeki sensitivite ve spesifiteyi
saglarlar. Bu format, sandvi¢ assay olarak

anilir ¢iinkii analit iki yiiksek spesifiteye

sahip antikor ¢0zeltisi arasinda baglanur.

Reaksiyon karisimi, artan isaretli antikoru
icerir yani tim bagl ilag/metaboliti
gosterir.  Antijen antikor kompleksinin
miktar1 Ornekte varolan ila¢ miktarimni
belirlemek icin olgiiliir. Isaretli analitin
Olciimii  (genellikle antikorun) Ornekte

varolan antijen miktariyla dogru orantilidir.

Sandwich Assays: Antibodies bind to two sites on analyte

B>=*
%
%*

Solid support:
microparticles
beads
microtiter plates

Sekil 3: Non-kompetitif immiinoassayler i¢in sematik gosterim.

Heterojen immunoassayler, bagli sinyal
Olclilmeden once bagl olmayan
belirteglerin ayrimina dayaliyken, homojen
immunoassayler bu ayrima ihtiyag
duymazlar ¢iinkii  sinyal, baglanma
meydana gelirken olusur. Heterojenlere

oranla homojen olanlarda ng/L

seviyelerinde bir sensitivite séz konusudur
ki bu da heterojenlere oranla daha diisiik
bir sensitivite demektir.

Bagli ve serbest konjugatin ayrilmast ve
yikama basamaklarinin olmamasi
nedeniyle arka plan giiriiltiisii ¢ok olan bir

sistemdir.



Ayrica peroksidazlarin belirte¢ olarak
kullanildig1 modellerde immiin

komplekslere  nonspesifik  baglanma
sonucu enzim benzeri aktivite olusumu ile
capraz reaksiyon siklig1 da artmaktadir.

Burada sinyal; optik absorbans, floresans,
kemiliiminesans prensipleri ile tayin
edilmektedir. Homojen prensipte; bagh
belirtec ile serbest Dbelirtecin  farkli
ozellikler gdstermesi s6z konusudur.
Ormnegin; FPIA’ da rolatif olarak daha
kiiciik olan serbest belirte¢ (1000 Daltona
kadar) biiyiik antikorlarla (140000 D)

kompleks yapmis bagli belirtece oranla

farkli Brownian hareket gosterir.

1- Radyoimmunoassay (RIA):
Radyoimmunoassay, radyoaktif atomlarin
immiino-kKimyasal reaksiyonlarda
kullanilarak maddelerin miktar tayinlerinin
yapildigi yontemdir. RIA ilk kez 1959
yilinda plazmada insiilin tayini i¢in
kullanilmistir.  Smurlt da olsa biyolojik
sivilarda ilag analizinde de (amfetaminler,
barbitiiratlar, digoksin, metadon, morfin,
nikotin, penisilinler, fenitoin,
tetrahidrokannabinol, tiibokiirarin  gibi)
kullanilmistir. RIA yontemi duyarli, mikro
bir yontem olup 10-100 pl numuneye 6n
islem uygulanmadan madde analizine
imkan vermektedir.

RIA Yonteminin prensibi ve uygulama

teknigi: Radyoimmunoassay yonteminde

temel komponentler; uygun bir

radyoizotopla isaretlenmis analiz yapilacak
madde (ilag) ile hazirlanmis standartlar, bu
ilaca karst Onceden hazirlanmis antikor
iceren antiserumdur.

[lacin radyoaktif izotopla isaretlenmesinde
en ¢ok trityum (3H), karbon-14 (14C) ve
iyot-125 (1251) kullanilir. Bu
radyoizotoplarda trityum ve karbon- 14, -
1simasi, iyot-125 ise X ve vy 1sinlari
yaymlar.  Ancak az sayida ilag
molekiiliinde iyot bulundugundan, sentez
sirasinda  molekiilin  iyotlu  tiirevi
hazirlanir.  Ornegin  1-125 ile isaretli
digoksin hazirlanmasinda molekiiliine iyot
ilave edilmis tirozinle digoksin tiirevi
hazirlanir.

Uygulamada, bir tiipe belirli bir miktarda
antikor ve belirli miktardaki radyoaktif
isaretlenmis ilag (standart) ve analizi
yapilacak ilag¢ igeren numune (serum veya
idrar) konur. Bu karisimda, isaretli ve
isaretlenmemis  ilag  aym1  antikora
baglanmak icin yarisirlar. Isaretsiz ilacin
miktar1 ne kadar ¢oksa, o kadar az isaretli
ilag antikorla baglanir. Bu nedenle
radyoaktif  isaretlenmis  baghh  ilag
molekiillerin miktar1 isaretlenmemis ilag
molekiillerinin miktar1 ile ters orantilidir.
Karisimda reaksiyon dengeye ulasinca,
ayirma  islemine  gecilir  (heterojen
immunoassay). RIA tekniginde, ilacin
konsantrasyonu, antikorla bagh

isaretlenmis ilacin veya serbest ilacin

radyoaktivitesinin 6l¢iilmesine dayanir.



Radyoaktivite 6l¢iimiinde (siv1 sintilasyon
veya gama sayicisl) serbest veya bagl
ilacin aymrimi yapilamaz. Bu nedenle
yukarda agiklanan ve dengeye ulasmis
karigtma ayirma islemi uygulanir. Bu
amagla aktif komiirle adsorbsiyon, ¢ift
antikor teknigi gibi yontemler uygulanir.
Radyoaktivite  Ol¢imii  bu  ayirma
isleminden sonra yapilir.

RIA' da analiz yontemi radyoaktivitenin
Olciilmesine dayanir. Bu amagla (3- veya y
1511 veren radyoaktivite (3- sivi sintilasyon
sayicist; yalniz y- 1s1m1 veren radyoaktivite
ise v kat1 sintilasyon sayicisi ile olgiiliir.
Enzim veya floresan bir madde ile
isaretleme yapilan immunoassay
yontemleri ile Olgme 1ise ultraviyole
absorbsiyonunun, floresans veya
luminesansin  6l¢lilmesine dayanir. Bu
yontemlere de "optik immunoassay" adi
verilir.

Asagida  bazi  Onemli immunoassay
yontemlerinin  prensibi  ve uygulama
alanlar1 kisaca agiklanmustir.

Optik immunoassay'ler: Optik
immunoassay'ler RIA'ya gore birgok
ustlinliik tasir. Bu yontemlerde kullanilan
reaktifler dayamiklidir ve ayirma islemi
yapilmaksizin analiz yapilabilir. Isaretleme
enzimlerle, floresan ve kemilmiinesan
maddelerle yapilabilir ve bu nedenle

uygulama alanlar1 daha genistir. Analitik

yontemler maddenin optik  ozelligine

bulaniklik,

floresans) dayandigi i¢in bu yontemlere

(ultraviyole  absorpsiyonu,

"optik immunoassayler" adi verilmistir.
Bunlar ig¢inde en ¢ok kullanilan enzim
immunoassay  (EIA) ve  floresans
immunoassay (FTA) yontemleridir.

Homojen EIA'da analiz yapilacak ilag,
uygun bir enzimle kovalan olarak
isaretlenir. Bu ydntemle antiepileptik
ilaglarin, astma ilaglarinin, antineoplastik

ilaglarin, suistimal edilen ve bagimlilik

yapan bir ¢ok ilacin analizi yapilabilir.

2- Enzimle birlestirilmis immunoassay
teknigi (EMIT):

Syva firmasi patent altinda bu yontemi
gelistirmistir.  EMIT antikor ve enzim
isaretli antijenden (konjugat) olusur. EMIT
yonteminde enzim aktivitesinin artmasi
veya azalmasmma dayanan iki yOntem
vardir. Enzim aktivitesinin  azalmasi
enzimin katalitik  bolgesinde  yapisal
degisim nedeniyle konjugata antikor
baglanmasini azaltmasi nedeniyle olusur.
EMIT’de enzim G6PD olup bu enzimin
aktivitesi ¢alisilan 6rnekte antikor antijene
(ila¢ molekiilii) baglandiginda, bir sonraki
basamakta enzim substrati ile reaksiyon
olusurken, aksine ornekte ila¢ yoklugunda
enzim isaretli antijen ve reaktifteki antikor
reaksiyonu olusacagindan sonraki
basamakta substrat varliginda enzimatik

reaksiyon olugmayacaktir (Sekil 4).



Hubatrate

Antibod v ,__y.

Diug

Sekil 4: EMIT yontem semast

3- Floresans polarizasyon immunoassay
(FPI) teknigi:

Bu teknikte, bagli ve serbest florofor
molekiille isaretlenmis ilacin polarize 151k
diizlemini c¢evirme farki Olgiiliir. Isik
polarize edici bir mercek veya prizma
aracilig ile demet halinde diiz bir zemin
tizerine diisiiriiliir. Polarize 151k, floroforla
isaretli ilag lizerine diisiiriildiigiinde 15181n
siddeti (eksitasyon) molekiil tarafindan
polarize 151k diizleminde emisyon yapar.
Floresans eksitasyon 1smina dik olarak
giden emisyon 1sinmin Olgiilmesi ile
saptanir.

Floresans mekanizmasi ile ilk defa 1970
yilinda Dandliker ve arkadaslari tarafindan
denenmistir. Floresans veren bir maddeyle
(florofor) isaretlenmis olan ilag serbest
halde iken ¢ok yavas bir floresans

polarizasyonu yapar. Antikorla

Substrate reacting
with Enzvme

ﬁi“-

Dimg blocking Dirog
attached to Enzwme

baglandiktan sonra kompleks molekiiliin

hareketi yavaslar ve floresans
polarizasyonu artar. Polarizasyondaki bu
degisim ila¢ konsantrasyonu ile orantilidir.
Yéntem otomasyona yakindir. i1k kez 1981
yilinda Abbot firmasi tarafindan bu yontem
otomasyona adapte edilmistir. TDX cihazi
olarak bilinen bu cihaz "terapétik ilag
izlenmesi" ve bir c¢ok ilaglarla akut
zehirlenmelerde ilag diizeylerinin tayininde
kullanilmastir.

Floresans polarize immunoassayde (FPIA),
ornekteki ila¢ fluoresein ile isaretlenmis
ilagla antikor baglayici bolgeler i¢in yarigir
(Sekil 5). Reaksiyon karisimi diizlem-
polarize 151k tarafindan uyarilir. Belirteg
(tracer) daha diisiik enerji durumuna
gectiginde 151k yayar ve polarizasyon
olgiiliir. Ornegin polarizasyon degeri analit

konsantrasyonuyla ters orantilidir.
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Sekil 5: Floresans polarize immiinoassayin sematik gosterimi.

Enzimlerin belirte¢ olarak kullanildig1
homojen immunoassaylerde serbet ve bagli
antikor kosullarinda farkli aktiviteler s6z
konusudur. Bu mekanizma EMIT ve
CEDIA’nin temelidir. EMIT’de belirteg
enzim G6PD’dir ve serbest iken aktif olup,
antijen(ilag) antikor kompeksi olustugunda
inaktiftir.  Aktif enzim substrati ile
reaksiyonu sonrasinda kofaktor NAD’1
NADPH’a indirger. Sonugta olusan
absorbans 340nm’ de izlenir.
Burada serbest kisim sinyalden
sorumludur. Bundan dolay1 denge fazinda

serbest enzim bagl analit miktar ile direkt

= =

olarak ila¢ konsantrasyonu arasinda oran

kurulacaktir.

4- Klonlanmis Enzim Donér
Immunoassay (CEDIA):

Beta galaktozidaz enziminin genetik
miihendisligi temelinde {retilen iki ayr1
inaktif parcasi antijen ve antikor baglantisi
icinde miyarda bulunur. Bu antijen antikor
reaksiyonu olustugunda aktif enzim ile
kromojenik galaktozid tiirevi olan substrat
etkilesimi  Ol¢glimiin  sinyalini  olusturur
(Sekil  6,7,8). Enzim fragmanlarinin

genetik liretimi esasina dayanir.
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Sekil 6: Klonlanmis enzim dondr immiinoassayin sematik gosterimi. EA ve ED-analit

konjugat aktif enzim olusturabilir.
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Sekil 7: Klonlanmis enzim dondr immiinoassayin sematik gosterimi. NumunedeKi
analit antikora baglanmak i¢in yarisir, ED-analit konjugatin enzim formasyonunu
saglar.
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Sekil 8: Klonlanmis enzim donér immiinoassayin sematik gosterimi. Anti-analit antikor ED-

analit konjugata baglabilir ve aktif enzim olugmasini bloke eder.



CEDIA UYGULAMASI

1- 1lag veya ila¢ metaboliti, enzim verici-
ilag  konjugatt ile anti-ilag antikor
baglanma bolgesi icin yarisir; komple,
aktif beta-galaktozidaz molekdiilleri,
ortamdaki ila¢ veya ilag metabolitlerinin
miktarina orantili olarak olusur, aym
zamanda substratin renk olusturmasi da
numune i¢indeki ilag konsantrasyonu ile
orantilidir.

2- Olusturulan enzim miktari, o-nitrofenil-
beta-d-galactopiranozid veya klorofenol
red-beta-d-galaktopiranozid gibi uygun bir
enzim subsratinin hidrolizi ile izlenir.

3- Idrar veya serum numunesinde serbest
ilag veya ilag metabolitinin olmamasi
durumunda, komple tetramerik beta-
galaktozidaz enzim formasyonu engellenir
ve  reaksiyon  karistmina  substrat
eklenmesinden sonra hi¢ bir renk
iiretilmez.

CEDIA® Teknolojisinin Genel Avantajlart
1- Diger enzim immunoassayler gibi 340
nm’de degil 570 nm dalga boyunda
absorbans okunur. Bundan dolay1 bulanik
idrar veya hemaglobinden etkilenmez.
Serum, tam kan, idrar ve post-mortem kan
numune olarak kullanilabilir.

2- Teknik olarak arka plan reaksiyonu
(gliriiltii) yoktur ¢linkii komple enzim
yoktur; ¢ok diisik Ol¢tim seviyelerinin
saptanmasina izin verir (6rn. 6-MAM /

LSD).

3- Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik
(CV) ozelligi yiiksektir.

4- Lineer kalibrasyon egrisi 4 haftalik
stabilite ile kalitatif ve yari-kantitatif
Olciimlerin yiiksek dogrulukla yapilmasina
imkan saglar.

5- Kullanilan antikorlarin o6zglinliigii ile
cok daha az yalanct pozitiflik oranina
sahipti.  Idrar  pH1  degisiminden

etkilenmez.

5. Tiirbidimetrik Immunoassay:

Homojen immunoassaydir. Analit, antijen
veya analogu lateks gibi koloidal
partikiillere baghdir. Lateks partikiiller
antikor varliginda aglutine olur, spesmende
serbest analit oldugunda daha az
aglutinasyon olur ve  boylece
spektrofotometrede aglutinasyona bagh

tirbidite hiz ve miktar olarak monitorize

edilebilir.

Immunoassay Yontemlerin
Sinirlayiciliklar:

Antikorlarin spesifikligi bunlarin basinda
gelir. Ornegin analitimiz ilag oldugunda
bunun bir ¢ok metaboliti kendisi gibi
yapisal Ozellikler gosterdiginden spesifite
problemi olusabilmektedir.

Bu metabolitler capraz reaktan olarak
adlandirilabilir. Boylece pozitif ve negatif
yanlis sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir.
Ayrica spesmendeki endojen antikorlarin

varlig1 reaktif komponentleri ile gereksiz



reaksiyonlara  girerek  antikor  veya
antijenlere  baglanip sonucun yanlig
yorumlanmasina neden olabilmektedir.
Genel olarak RIA ve EMIT idrarda ¢ok
cesitli ilaglarin analizi i¢in uygundur.
Ancak gelistirilen ¢esitli antikorlar diger
ilaglarla ¢apraz reaksiyon verirler. Genis
bir spesifikligi olan antikor, numunede
olan bir veya birden fazla aym grup ilaca
baglanabilir. Bunu ayirt etmek igin her ilag
ve metaboliti yiiksek  basingli  sivi
kromatografisi (HPLC) ile fraksiyonlara
ayrilarak immunoassay yontemine adapte
edilebilir.

Akut  zehirlenmelerde immunoassay
uygulanmasinda da benzeri girisimler
olabilir. Ornegin akut zehirlenmelerde
benzodiazepin grubu ilaglarin EMIT ile
taranmasinda farmakolojik olarak aktif

metabolitler de antikorla etkilesirler. Tek

bir ilacin birden fazla metabolitinin ¢apraz

reaksiyon vermesi, sonucun
yorumlanmasini zorlastirir.
Zorluguna  karsin,  benzodiazepinleri

immunoassay yontemi ile ayirt etmek
miimkiin oldugu halde, barbitiiratlar ancak
grup olarak tayin edilebilir. Bu durumda
pozitif sonug alindiginda, diger
yontemlerle hangi barbitiirat oldugu ayirt

edilmelidir.

2. GAZ KROMATOGRAFISI
Gaz-S1vi kromatografi siklikla GC olarak

tanimlanmakta olup 1952’de James Martin

tarafindan ilk defa tamimlandiginda bir
ayirma teknigi olarak giindeme gelmistir.
Zaten bircok GC kolonunda sabit faz sivi
olup mobil faz inert bir gazdan
olusmaktadir. Tipik olarak sabit faz diisiik
buhar basincina  sahiptir ve kolon
sicakliginda ucucu degildir.

GC analiz piklerinde kapiller kolon
uygulamasi rezoliisyonu iyilestirmektedir.
Sabit faz kompozisyonuna baglh olarak GC
kolonlarinin  diisiik, orta ve yiiksek
polariteli farkli tipleri vardir ve yeni
polimerlerin kesfiyle bu sabit fazlar da
farklilagsmaktadir. Otomatik 1s1 ayarlayici
sistem ve otomatik Ornek enjeksiyon
tekniklerinin GC f{initelerine adaptasyonu
klinik laboratuarlardaki kullanim1
acisindan kolaylik getirmistir.

GC ile ila¢ analizlerinde dedektdr se¢imi
sistemin hassasiyetini ve spesifitesini
belirleyen en 6nemli unsurdur.
Gaz kromatografisinin toksikolojik
analizlerde kullanilmasi

Gaz kromatografisi analitik ve forensik
toksikolojide biyolojik materyalden izole
maddelerin  tarama

kantitatif

edilen  kimyasal
testlerinde  ve analizlerde
kullanilir. ITK ve UV ile 6n taramalara
kalitatif

tabi tutulan maddelerin

analizlerinde gaz kromatografisi
destekleyici (confirmatory) deney olarak
Onem tasir.

Gaz kromatografisinde hareketli faz gazdir.

Sabit faz ise kolon icine yerlestirilmis



adsorban bir maddedir. Bu durumda gaz-
kat1 kromatografisi adini alan sistemde
(GK) maddelerin ayrilmasi adsorbsiyona
dayanir ve daha ¢ok basit gazlarin
analizlerinde kullanilir.

Gaz kromatografisinin daha ¢ok kullanilan
sekli gaz-s1vi kromatografisi (GSK) dir. Bu
sistemde kolon igindeki ylizeyi genis
deaktive edilmis katt madde, kaynama
noktasit yiikksek yagimsit bir sivi ile
kaplanir. Burada maddelerin dagilim
katsayisina gore ayrilmalarini saglayan bu
stivi sabit faz gorevini goriir. 700’in
istiinde olan bu sivi maddeler kaynama
noktalar1 ve polaritelerine gore
siniflandirilmislardir. Maddelerin
sistematik ayrilmasinda sabit faz maddesi
¢ok Onem tagir.

Gaz kromatografisinde kolon ¢esidi de
6nem tasir. Normal kromatografik
analizlerde dolgulu kolon kullanilir. Cam
veya celik olan kolonlarin i¢ ¢apt 3.2 mm.
Ile 4 mm; dis caplar1 3.2 mm. Ile 6.4 mm;
uzunluklar1 da 0.5 m. ile 4 m. arasinda
degisir. Kapiler kolonlarla ayirma islemi
daha etkin olur. Alikonma zamani
(Retention time) ¢ok yakin olan maddeler
ayrilabilirler. Kapiler kolonlar ¢ok ince
(0.2 mm-0.5 mm i¢ ¢apinda) ve ¢ok
uzundurlar (10 m.- 60 m. uzunlugunda ).
Toksikolojik analizlerde (Head-Space)
denilen diizenekleri iceren gaz
kromatografisi  tekniginden de  ¢ok

yararlanilir. Bu teknikle dogrudan kan,

serum gibi biyolojik sivilarda ugucu
maddelerin tanimlanmalar1 yapilabilir ve
bu sekilde kolon materyalinin kirlenmesi
minimuma indirgenir. Kiigiik bir cam tlipe
(7 ml. kadar siv1 alabilecek biiyiikliikte),
02 - 05 ml. numune konur, agz
politetrafloroetilen yapisinda bir kapakla
sikica kapatilir. Bu sekilde hazirlanan
numuneler kromatograftaki ‘“head-space”
diizenegine yerlestirilerek uygun bir
sicaklikta 10 dakika dengeye birakilir.
Boylece ugucu madde gaz fazina gegmis
olur.

Bu gaz fazindaki numune minimum
otomatik sistemle kolona enjekte edilir. Bu
diizenekle kanda alkol ve diger ucgucu
bilesikleri, evlerde vernik, cila gibi
karisimlarin  i¢indeki ucgucu maddelerin
analizleri yapilabilir. Gaz
kromatografisinde maddelerin
ayrilmasinda siv1 fazin cinsi, tasiyicit gazin
hizi, kolonun etkinligi, boyutlart ve
sicakligl, kullamlan dedektdr tipi  rol
oynayan Onemli faktorler arasindadir.

Gaz kromatografisi ayrica kantitatif amacla
da kullanilir. Kiitle spektrometrisi gaz
kromatografisi ile kombine edilebilmekte
ve herhangi bir Dbilesige ait kiitle
spektrumunun  belirlenmesine  olanak
saglamaktadir. Bu sekilde nitrojen fosfor
dedektorleri nitrojen ve fosfor igeren
iiriinlere  spesifiktir ve ¢ok hassastir.
Benzer  sekilde

elektron  yakalayici

dedektorler halojen iceren bilesimleri



yakalamada  kullanmilir  ayrica  alev
iyonizasyon ve 1st iletken dedektorler de
GC’de kullanilirlar.

GC’nin en o6nemli dezavantaji;
uygulandiginda diisiik molekiiler agirlikli
ucucu maddelerin tespitinde ortaya cikar.
Polar maddeler bu yontemle analiz
edilemezler ve kimyasal olarak non-polar
bilesenlere doniistiiriilme sonrasi analizleri

yapilabilir.

3. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI

(Yiiksek basingli s1vi kromatografisi)
Yiiksek basinghi  sivi  kromatografisi
(HPLC) ayirma giicii ve duyarhiligi gaz
kromatografisine gore daha yiiksek olan bir
tekniktir. Ik kez 1969'da kullanilmaya
baglanmistir.  1970'lerin sonunda rutin
analiz yapan pek c¢ok laboratuarda
kullanima ge¢mistir.

HPLC, siitin  kromatografisinin  bir
seklidir. Bazi  yonleri ile gaz
kromatografisine = benzemesine  karsin
(kalitatif ve kantitatif tayinin ayn islemle
gergeklestirilmesi, karisimdaki maddelerin
ayr1 ayr1 pikler vermesi gibi), mobil fazin
sivi olmasi ve yiiksek basincin giiglii bir
pompayla saglanmasi bakimindan gaz
kromatografisinden ayrilir. Giiglii  bir
pompa ve basinca dayanikli bir sistemle
mobil fazin kolonda bulunan sabit fazdan
gecisi kolaylasmakta ve kisa zamanda bu

ayrilma saglanabilmektedir. Mobil faz

olarak kullanilan ¢6ziicii once giiglii bir
pompa yardimi ile tiim sistemden gegirilir.
Daha sonra ayrilmasi istenen karigim, bir
mikroenjektorle sisteme verilir. Mobil
fazla siiriikklenen maddeler kolona gecerler,
kolonda (sabit faz icerir) maddeler dagilim,
adsorbsiyon, iyon degistirme Ozelliklerine
gore ayrilirlar. Kolonu bu sekilde terkeden
maddeler gaz kromatografisinde oldugu
gibi  uygun  bir  dedektérle (UV
absorbsiyonu, refraksiyon, floresans dlgen)
kalitatif ve kantitatif degerlendirmeleri
(kaydedici ile piklerden alinan
kromatogramlar ile) yapilir.

HPLC'nin gaz kromatografisine gore
ustlinliigii, daha 1yi bir ayirma ve duyarlik
disinda, bozunan maddeler, iyonik
maddeler ve yiliksek molekiil agirlikl
maddelerin  (proteinler, peptitler gibi)
analizinde kullanilabilmesidir.

Toksikolojik analizlerde HPLC' nin genis
bir uygulama alani vardir. Birgok organik
¢oziicliniin biyolojik izlenmelerinde (metil
alkol, benzen, toluen, ksilen gibi), fenolik
maddelerin birbirlerinden ayrilmalarinda
(fenol ve krezoller gibi) HPLC tercih
edilmektedir.
GC’nin  ucucu  molekiilleri  ayirma
konusundaki yetersizligi yaninda HPLC
hem polar hem de non-polar bilesikleri
ayirabilmektedir. HPLC’de hem mobil
hem de sabit faz sivi niteliktedir.

1941 yilinda ilk defa kolon kullanilan sivi

kromatografi tanimlanmistir. Normal sivi



kromatografide sabit faz polar olup mobil
faz  non-polardir.  Ters faz  sivi
kromatografide sabit faz non-polar, mobil
faz polardir. HPLC’de UV, floresans,
iletken, refraktor indeks dedektor gibi ¢ok
¢esitli dedektorler kullanilabilmektedir.

Klinik laboratuarlarda UV dedektorler
siklikla  kullanilmakta bunun yaninda
floresans ve  elektrokimyasal  tespit

teknikleri de kullanilmaktadir.

4. KUTLE SPEKTROMETRISI

Ozel bir diizenek kullanarak pozitif ve
negatif  yiikli  parcaciklar meydana
getirilmesi, bu  pargaciklarin ~ m/e
(kiitle/ylik) oranlarina gore ayrilmalari,
belirlenmeleri ve bunlardan yararlanarak
numunenin  teshis  edilmesi  {izerine
kurulmus olan metotlar topluluguna kiitle
spektrometrisi denir. Yiikli tanecikler, bir
molekiil iyonu ve metal iyonu olabildigi
gibi molekiiliin pargalanmasiyla meydana
gelen herhangi bir pargacik da olabilir. Bu
taneciklerden her biri spektrumda m/e
degerlerine gore birer pik verirler.

Bir maddenin kiitle spektrumunun elde
edilmesi i¢in bunun Once gaz fazina
gecirilmesi ve  daha sonra da
iyonlastirllmas1  gerekir. Gaz fazina
gecirme islemi 1sitilarak
gergeklestirilirken, iyonlastirma isleminin
cesitli yollar1 vardir. En ¢ok kullanilan

iyonlastirma islemi, 1sitilmig bir flamandan

yayilan ve elektrik alanindan gegirilerek

hizlandirilan elektron  demeti ile
bombardiman etmektir.

Bunun disinda, molekiillerin bir elektriksel
ark veya kivilcim iginden gegirilmesi,
uygun enerjili fotonlarla karsilastirilmasi,
molekiilleri baska iyonlarla carpistirarak,
lazer 1stmast yardimi, elektriksel alan
icerisinde piiskiirterek ve sadece 1sitma ile
de iyonlastirma islemi gergeklestirilebilir.
Kiitle  spektrofotometreleri, = molekiilii
iyonlagtirdiktan sonra pargalara ayirip her
bir pargay1 ayr1 dedekte edebilmektedir. Bu
nedenle yap1 tayinlerinde de
kullanilabilmektedirler.

Kiitle spektrumunda en siddetli pik, temel
pik adin1 alir ve par¢alanma triinleri iginde
en kararli olan iyona aittir. Oteki piklerin
yiiksekligi ya bu pikin yiiksekligine
boliinerek veya toplam pik yiiksekligine
boliinerek verilir.

Kiitle spektrometrisi yapisi belli maddeleri
teshis ve tayin etmek amaciyla
kullanilabildigi gibi, yapisi belli olmayan
yeni maddelerin yapisin1  aydinlatmak
amaciyla da kullanilabilir.
Ayrica,  karisim  halinde  bulunan
bilesenlerin kiitle spektrometrisiyle
kantitatif analizleri de miimkiindiir ancak
bu amagla kullanildigi durumlarda kiitle
spektrometresi,

dedektor olarak kullamilir (GC-MS, LC-

kromatografi  aletine

MS). Bazi durumlarda ise, duyarlilig1
arttirmak icin iki kiitle spektrometresi

birbirine baglanarak kullanilabilir.



GC ve HPLC’den gegen biyolojik
stivilardan  ayrisan  saf madde kiitle
spektrometresine sunulur. Tipik bir kiitle
spektrometresi, iyon kaynagi, kiitle
analizorii ve dedektoriinden olusan kapali
bir sistemdir. Iyon kaynagi molekiiliin
yapisal ozellikleri acisindan
karakteristigini ortaya koyan fonksiyonel
alt gruplarinin ayristirilmasindan
sorumludur.

Kiitle spektrumu bilesikler i¢in bir
molekiiler parmak izi anlammm tagir.
Kiiciik molekiilleri yaninda protein ve
DNA gibi makromelekiiller i¢in de gegerli
bir yontemdir. Kiitle spektrometrisi HPLC

icin bir kolon gaz kromatografisi i¢in bir

dedektor rolini de uistlenir.

5- ATOMIK ABSORBSIYON
SPEKTROFOTOMETRISI ( AAS)
1955 yilindan sonra gelistirilmis olan
atomik absorbsiyon spektroskopisi (AAS)
yiksek sicaklikta gaz halinde bulunan
element  atomlarinin  elektromanyetik
1sinlar1 absorblamasi iizerine kurulmustur.
Absorblanan  elektromagnetik  15mnlar
genellikle ultravyiole ve goriinlir alan
1sinlaridir.

AAS, genelde alev spektroskopisinin bir
seklidir. Alev  spektroskopisi, serbest
atomlar tizerine kurulmus bir spektroskopi
dalidir. Alev spektroskopisinde, molekiiler
spektroskopide

goriilen  absorbsiyon

bantlar1 yerine absorbsiyon ve emisyon
cizgileri goriiliir.

Serbest atomlar elde etmek i¢in madde ya
alevde veya bir elektrik diizeneginde
isitilir. . Bunun  i¢in  analiz  yapilacak
elementi bilesik halinde (tuzu) igeren
cozelti, ozel bir diizenekle ¢ok kiigiik
kiirecikler halinde alev icine piskiirtiiliir.
Alev ig¢ine piiskiirtilen ¢o6zeltinin Once
suyu buharlasir, geride kalan tuzlar gaz
molekiilleri  haline  doniisiirler. Gaz
halindeki tuz molekiiller1 ise ayrisarak
serbest element atomlarini verirler.

Gaz halindeki atomlarin alev sicakliginda
termal enerji absorblamasi ve ondan sonra
absorbladigi  enerjiyi  kismen  veya
tamamen spektral ¢izgi halinde vermesi
olay1 atomik emisyon veya alev emisyon
spektroskopisi adimi alir. Alev iginde
bulunan, bir atom tiiriiniin, disaridan baska
bir kaynaktan alev icine gdnderilen
kendine 0Ozgii 151n  demetini  kismen
absorblamasi ve geride kalan karakteristik
1sin siddetinin derecesini 6lgme {izerine
kurulmus spektroskopi dalina da atomik
absorbsiyon  spektroskopisi  denir. Bu
amagla gelistirilmis cihazlara da atomik
absorbsiyon spektrofotometresi (AAS) adi
verilir.

AAS, adli bilimlerde (patlayict madde
kalintisinda antimon, baryum, kursun gibi
elementlerin tayininde), adli ve analitik
toksikolojide agir metal zehirlenmelerinin
biyolojik

materyalde tayininde  sik



kullanilan  bir cihazdir. Ayrica agir
metallere mesleksel maruziyetin biyolojik

izlenmesinde de kullanilir.

6. GAZ KROMATOGRAFISI-KUTLE
SPEKTROMETRISI (GC-MS)

Klinik toksikoloji laboratuarlarinda cesitli
biyolojik sivilarda (6rn: idrar) olasi
maddeleri ve miktarlarin1 tayin amaciyla
kullanilir. GC-MS, kiitle spektrumu
acisindan genis bir kiitliphaneye sahiptir ve
ilag suistimali tespitinde de spesifite ve
sensitivite acisindan yeterli bir perspektif
saglar. HPLC-MS ile yiliksek molekiil
agirlikli polar ve 1s1 degiskenligi gosteren
bilesikler analiz edilebilir, bunlar GC-MS
de tayin edilemezler.

Terapotik ilag analizlerinde, ilag suistimali
tespitinde, GC-MS nitesi igerisinde
bulunan elektron iyonizasyon 6zelligi sikca
kullanilmaktadir.  Elektron  piiskiirtme
arayiizi HPLC-MS analizorlerinde siklikla
kullanilan bir komponenttir. Bu arayiiz, 1s1
ve basing mekanizmalar1 yardimiyla giicli
elektrik alani ortaminda iyonlarin ¢oziicl
sistem icerisinde etkin bir gsekilde
dagilmalarin1  saglar bdylece ugucu
olmayan polar bilesiklerin iyonizasyonu
gergeklesir. Analitten yiiklii partikiiller
urettikten sonra bu partikiiller, kolon
tarafindan ayristirtlir. Kiitle spektrumu bu
yiikli partikiillerin tespiti ile miimkiindiir
bu da dedektor ile gerceklesir. Dort

kutuplu  dedektorler ile ilag miktari

belirlenir.

7.GC, GC-MS, HPLC, HPLC-MS’in

ILAC ANALIZINDE UYGULANMASI
Klinik  laboratuarlarda  rutin  TIDI
uygulanmasinda immunoassaylerin yaygin
olmasina ragmen bir ¢ok ilacin tespiti ve
miktar tayininde GC, GC-MS, HPLC,
HPLC-MS kullanilir. Yap1 benzerliginin,
hook etkisinin ve sensitivite probleminin
oldugu durumlarda Immunoassay
yontemlere alternatiftirler. Anti-retroviral
tedavide dilizey izleminde ilk segenegi
olustururular. Burada 6zellikle HPLC-MS
oldukca giivenilir bir yontemdir. Ayrica,
trisiklik antidepresanlarin diizey izleminde
FPIA Kkitlerinin olmasina ragmen capraz
reaksiyonlarinin  bu  yontemde c¢okca
gbzlenmesi nedeniyle GC-MS, HPLC-MS
yontemi tercih edilmektedir. Aymi sekilde
immunosupresanlar i¢cin de HPLC-MS

yontemi halen en yaygin yontemlerdendir.

8. KAPILLER ELEKTROFOREZIN

ILAC ANALIZINDE KULLANILMASI
Kapiller (zone) elektroforezde, nanolitre
Olctisiinde spesimenler tamponla
doldurulmus silika kaplanmis kapiller
kolonlar (15-100cm uzunlugunda, internal
cap1r 25-75 um) iginde yiiksek voltajli
dogru akim alani olusturuldugunda katilar
migrasyona ugrar, elektroforetik ve

elektroozmotik akim sonucunda kolonu



terk ederken dedeksiyon gergeklesir. Bu
terk etme esnasinda floresans dedektorle
miktar tayini yapilir.

Radyometrik, amperometrik bazen de kiitle
spektrometrik Ol¢iim yapilabilir. Sadece
yiikli patikiiller kapiller elektroforezde
ayrilabilir, noétr bilesikler bu yontemle
analiz edilemez. Bu teknik immunoassay
ve HPLC yontemleri ile uyumlu sonuglar
veren giivenilir bir yontemdir.
Siilfometaksazol ve trimetoprimin  bu
yonteme ait giizel 6rnekleri s6z konusudur.
Ayrica metotreksat, I6kovorin ve folik asit
icin de tanmimlanmis spesifik kapiller
kolonlar s6z konusudur. Lamotrijinin
immunoassay Olciim yontemleri
tanimlanmistir fakat elektron piiskiirtmeli
iyonizasyon kiitle spektrometrisi ile
Olciimii. de mimkiindiir. Cok sayida
antiinflamatuar ~ ila¢  igin

kapiller

elektroforez yontemleri uygulanmistir.

9. DIGER ANALITIK TEKNIiKLER

Lityum  manik  depresif  hastalikta
1970’lerden beri kullanilan bir ajandir.
Dar terapotik indeksi dolayisiyla terapotik
diizey izlemi 6nemlidir. Insan serum ve

plazma Orneklerinden atomik emisyon

spektorometrisi, alev atomik emisyon
spektroskopi, alev atomik absorpsiyon
spektroskopi, potansiyometri, iyon selektif
elektrod ve kolorimetrik ol¢iimler lityum
icin tanmimlanmis, kolorimetrik metod
temelde aromatik organik reaktif crown
eter ve amid iyonofer kullanimiyla
gerceklesmektedir.  Crown  eter  ve
kriptanlar lityum i¢in yiiksek selektivite
saglayan maddelerdir. Platin diizeylerinin
kanser tedavisinde izlenmesi Onemlidir.
Burada da alev atomik absorpsiyon
spektrofotometrik 6lgiimleri yardimcidir.

Sonugta immunoassay yontemleri hizhi
sonu¢ vermesi yaninda ¢apraz reaksiyonlar
ve spesifite problemleri tasiyan bir
uygulama alani olup tiim ilaclar i¢in de
kitlerin mevcut olmamasi nedeniyle HPLC,
GC-MS ve ozellikle HPLC-MS  terapotik
ilag izlemi i¢in referans laboratuarlarda

olmazsa olmaz uygulamalardandir.



TERAPOTIK ILAC GRUPLARINDA
ANALIZ:

Antikonviilzanlarin Analizi

Antiepileptik ilaglardan fenitoin,
karbamazepin, fenobarbital, etosiiksimid,
pirimidon ve valproik asit i¢in yaygin
immunoassay  kitleri s6z konusudur.
Onceleri, GC ve HPLC bu ilaglarin
diizeylerinde  kullanilan  yontemlerdi.
Immunoassay yéntemlerinin GC sonuglari
ile 1y1 korelasyonlar gostermesi yaninda
kesinlik acisindan immunoassay
yontemlerinin  de  giicli  olduklarinin
belirlenmesi ve maddeler arasi girisimin az
olmast nedeniyle  ©On plana ¢iktiklar
goriilmektedir.

Bu alanda immunoassay yOnteminin
sinirliliklar1  agisindan  karbamazepinin
aktif metaboliti olan karbamazepin-10,11
epoksit tiirevinin renal yetmezligi olan
hastalarda birikimi s6z konusu olup
immunoassay Kkitleri metabolit ile ilaci
birbirinden ayiramadigindan bu noktada
sinirlilik  olusmaktadir. Capraz reaksiyon
ylizdesi oldukca genis bir yelpazede
gozlenmektedir (%4-%94).
Berg-Buckley’in tanimladig1 HPLC
protokolii ~ karbamazepin-karbamazepin-
10,11 epoksit, fenitoin ve fenobarbitalin
serum ve plazma dizeylerini UV
deteksiyon  yardimiyla gdstermektedir.
Ayrica GC-MS, HPLC-MS, Kapiller GC

de bu amagla kullanilmaktadir. Yeni

antiepileptik ilaglar, HPLC-MS yontemi ile
tayin edilebilmektedir ve ticari Kitleri
bulunmamaktadir. Gabapentin, lamotrijin,
okskarbazepin,

diizeyleri ters faz HPLC kolonu ve UV

felbamatin plazma

dedektorii  ile tespit edilebilmektedir.
Pregabalin i¢cin HPLC’de C8 kolonu
araciligiyla pikrosiilfonik aside doniistimii

sonrasi diizey Ol¢iimii tanimlanmistir.

Kardiyovaskiiler ilaglarin Analizi
Digoksin, prokainamid, lidokain, kinidin

ve dizopiramid i¢in immunoassay Kkitleri

mevcut olup FPIA yontemiyle
dizopiramidin total ve serbest
konsantrasyonlar1 serumda

saptanabilmektedir. Bu ila¢ i¢in HPLC ve
FPIA Olciimlerinin korelasyonlar1 dikkat

cekicidir. Immunoassay yontemleri
digoksin Olclimiinde interferans
gosterebilmekte ~ HPLC-MS  yontemin

digoksin Ol¢iimiinde ¢ok spesifik oldugu
bilinmektedir. Hizlih HPLC kati faz
ekstraksiyon yontemi ile farkli antiaritmik
ilaglarin (amiodaron, aprindin,
dizopiramid, filakainid, lidokain, lorkainid,
meksiletin,  prokainamin,  propafenon,
sotalol, tokainid, verapamil) plazma
diizeyi tayini gergeklestirilmistir.

Bu ilaglarin  ¢ogu  bazik  yapida
olduklarindan kolonun alkalinizasyonu,
ekstraksiyon ~ kolonundan  ¢ok  1iyi

absorpsiyon edinmelerine sebep olur.



Meksiletinin  serum konsantrasyonlarinin
GC-MS ile oOlglimii miimkiindiir. Burada,
kiitle  spektrometresinde  iyon izlem

modunun secilmesi gereklidir.

Immunosiipresiflerin Analizi

Immunosiipresif ilaglarin izleminin
yapilmasi organ transplantasyonu
sonrasinda  organ  reddi,  proflaksi

uygulamalari ve immunsupresyon yapilan

Siklosporin Takrolimus Sirolimus

mFPIA MEIA MEIA
- TDx EMIT Cedia
- AXSYM Cedia HPLC/UV
pFPIA HPLC-MS HPLC-MS
EMIT
mRIA

Cedia+
ACMIA
Integra
HPLC/UV
HPLC-MS

Cesitli Ilac Gruplar: I¢cin Analizler:

Antiastmatik ilaclardan teofilin ve kafein
icin immunoassay kitleri mevcuttur. FPIA
yonteminde, TCA diizeyinin tespitinde kisi
yiiksek  doz  karbamazepin  almigsa
yanlislikla TCA seviyeleri yiiksek olarak
Olgiilebilir ki bu TCA- karbamazepin
arasindaki ¢apraz reaksiyonun sonucudur.
HPLC ve GC-MS analizleri ile boyle bir
slipheyi ekarte edilebilir. Ayrica, bu

yontemlerle venlafaksin, fluoksetin,

diger durumlarda rutin bir uygulamadir. Bu
gruptaki ilaglarin dar terapdtik penceresi
vardir, ilag etkilesimine aciktirlar ve dozun
kisisellestirilmesi  siklikla gerektiginden
diizey izlemleri 6nemlidir.

Immiinosiipresifler ~ i¢in  tammlanmis

yontemler

Everolimus

- FPIA
- HPLC/UV
- HPLC-MS

viloksazin, fluvoksamin, mianserin,
mirtazepin gibi ¢ok sayida antidepresanin
Ol¢iimii de miimkiindiir. HPLC, elektron
puskiirtmeli lyonizasyon kiitle
spektrometrisiyle  kombine  ediliginde
fluoksetin, sitalopram, paroksetin ve
venlafaksinin plazma diizeyleri net bir

sekilde tespit edilebilmektedir.



Antibiyotiklerin Analizleri

Amikasin, gentamisin, tobramisin ve
vankomisin i¢in immunoassay Kitleri
mevcut olup GC ve HPLC
uygulamalarinda uguculuk, renk degisikligi
ve hidrofilik 06zelliklerden yoksun olan
aminoglikozidler bu yontemlerle
analizlerinde tiirevlendirilmeleri
gerekmektedir.

Ayrica LC-MS  ile  metronidazol,
spiramisinin  bir ¢ok farkli dokudaki
konsantrasyonu ol¢tilebilmektedir.
Ornidazol  internal  standart  olarak
kullanilmaktadir. ~ Amfoterisin ~ B’nin
invaziv fungal enfeksiyonlardaki kullanimi
gbz Oniline alindiginda diizey tayini igin
C18 kolonu ve HPLC analizi ile biyolojik
orneklerde calisilmasi mimkiindiir.
Azitromisin i¢in elektrokimyasal dedektor
ile HPLC uygulamasi ve ardisik MS ile

kantitatif tayin s6z konusudur.

Antineoplastik ilaclarin analizi

Metotreksat i¢in immunoassay Kkitleri
mevcut olup ¢ok diisik diizeyler bu
yontemle tayin edilememekte bunun ig¢in
HPLC-MS kullanilmas1  gerekmektedir.
Metotreksat maruziyetinde saglik personeli
icin idrar diizeylerinin tespiti Oonem arz
etmektedir. Ayrica kat1 faz ekstraksiyonu
ile HPLC analizinde silika kolonlarin
kullanomi da s6z konusudur. HPLC
yontemi ile doksorubisin, etoposid, 5-

florourasil, mensa, mitoksantron, taksol,

tamoksifen, akrolein tespiti de
yapilabilmektedir.

Kapiller kolonlu GC; siklofosfamid,
lomustin, karmustin analizinde
kullanilmaktadir. Doketaksel ve paklitaksel
konsantrasyonlart UV dedektorli HPLC
sistemi sayesinde plazmadan
yapilabilmektedir. Yine, imatinibin plazma
diizeyleri HPLC-MS ile tanimlanmustir.
Antrasiklinlerin serum diizeylerini elektron
puskiirtmeli kiitle spektrometri-sivi
kromatografi kombinasyonunda o6lgmek
miimkiindiir, bununla aktif metabolitler de
olciilebilmektedir. Internal standard olarak
aklorubisin kullanilmaktadir. Ters faz C18

kolon bu tayin i¢in gereklidir.

ANALITIK YONTEMLERDE ONE
CIKAN BASLIKLAR
SPEKTROMETRI VE FLOROMETRI
GC ve HPLC ortaya ¢ikmadan oOnce ilag
ornekleri  spektrofotometrik metodlarla
analiz edilmekteydi. Yontem, pg/ml
diizeylerinde halen basit bir
uygulanabilirlige sahiptir. Dezavantajlari;
yiiksek hacimli ornek ihtiyaci, kompleks

ekstraksiyon islemleri ve diger bilesiklerle

karistirilabilmeleridir.

INCE TABAKA KROMATOGRAFISI
Pek cok ilact tayin edebilmekle birlikte
yetersiz hassasiyete sahip ve zaman
alicidir.  Fakat toksikoloji laboratuarlar

acisindan faydali bir tekniktir.



HPLC VE GC
Bu yontemler spesifik, kesin ve hassastir.
Coklu analizler de yapmaya olanak
saglarlar. Dezavantajlart:
e Ekstraksiyon  islemine ihtiyag
duyulmasi
e Yavas analiz
e Zamanla kolonun bozulmasi
o Kompleks analizler fazla miktarda
isleme ihtiya¢ duyarlar.
Bu iki sistemden HPLC daha iyidir ¢linkii
termolabil bilesiklerin analizini yapmaya

olanak saglar.

RIA
Hassas ve kesin bir yontem olmakla
birlikte radioniikleotitlerin  kullanimina
ihtiya¢ duyar. Bu teknikte diger ilaglarla
capraz reaktivite onemli bir problemdir.
Ayrica optikce aktif izomeri bulmak her
zaman mimkin degildir. Radyoaktif
kullantmi  bu

materyalin yontemde

sinirlayici faktordiir.

ELISA

Bu teknik RIA ile aym avantajlara sahip
olmakla  birlikte  radyoaktif = madde
kullanimina ihtiya¢ duymaz ve bagh ile
bagli olmayan fraksiyonlar1 ayirmaya
gerek yoktur. Fakat c¢apraz reaktivite
problemi mevcuttur. Burgess fenitoinin
plazma konsantrasyonunu normal ve son

evre renal hastaliga sahip hastalarda EMIT

ve GLC kullanarak karsilastirmistir ve
renal yetmezlige sahip hastalarda EMIT
sonuglart GLC’den %90 yiiksek c¢ikmuistir.
RIA digoksinin tayini i¢in oldukca

giivenilir yontemdir.,

FPIA

Bu analizin prosediirii ayrim islemine
gerek duymaksizin floresans polarizasyon
ile yarismali protein baglanmasini igerir.
Bu metodun avantajlari, dogrulugu,
kesinligi ve kisa uygulama zamanidir.
FPIA, EMIT ve HPLC’1 kullanarak tiremik
hastalarda total ve serbest fenitoin
diizeyleri karsilastirilmis EMIT
analizlerinde minimal

oldugunu ve  HPLC ile FPIA

karigsmanin

saptamalarmin birbiriyle uyustugu tespit

edilmistir.

DOZAJIN AYARLANMASI

Etki anindaki ila¢ konsantrasyonunun
etkisini pek cok faktor
degistirebilmektedir, 6rnegin pek ¢ok hasta
icin terapotik diizeyde olan digoksin
konsantrasyonu  hipokalemi  varliginda
yiiksektir. Ayrica beraber verilen ilaglarin
sinerjistik veya antagonistik etkileri soz
konusu oldugunda da serum ilag
diizenlenmesi

konsantrasyonunun

gerekmektedir.



HASTALARDA BEKLENMEYEN
SERUM KONSANTRASYONLARININ
BASLICA NEDENLERI

Uyung gosterilmemesi, uygunsuz dozaj,
malabsorpsiyon, diisiik biyoyararlanim,
ilag etkilesimleri, protein baglanmasini
degistiren hepatik ve renal hastaliklar ve
genetik  faktorler  baslica  sebepleri
olusturur. Bu faktorler elimine edilemezse

dozaj ayarlamasi sarttir.

ORNEK TOPLANMASININ
ZAMANLAMASI

En iyi o6rnekleme zamani, doz Oncesi veya
idame dozundan hemen once gelen fazdir.
Bu prensip sabahlar1 birer kez uygulanan
dijitalis i¢in 6nemlidir. Fenitoin gibi uzun
yarilanma dmriine sahip ilaglar i¢in en az 4
Omriiniin ~ 0rnek

veya 5 yarillanma

alimmadan 6nce gegmis olmasi beklenir.

BAZI ONEMLI iLACLAR iCIN
ORNEK ALINMA ZAMANLARI

Fenitoin:  uzun yar1 Omre  sahip
oldugundan tek giinlik dozun ardindan
konsantrasyon izlem zamani1 uygundur.

tek dozu

Karbamazepin: yar1 omri

takiben 48 saat kadar uzundur. Pik
seviyenin 3 saat ardindan konsantrasyonun
tespiti uygundur.

Digoksin: uygunsuz yiiksek seviyeleri
onlemek i¢in dozun 6 saat ardindan Gl¢lim
yapilmalidir.

Teofilin: Dar terapotik pencereye sahip bir
ilagtir. saliml

Yavas formiilasyonu

kullanan hastalarda, ornekleme zamani
kritiklik teskil etmez.

Lityum: 12 saatlik 6rnek dozaj ayarlamasi
icin en kesin degeri verir.

Fenobarbital: her hangi bir zaman
ornekleme i¢in uygundur.

Gentamisin: 6n doz piki, i.v uygulamadan
yarim saat sonra ve i.m uygulamadan 1

saat sonradir.

ILAC Kararli Mak. | Aktif Metabolit | Ornek  Alma | Hedef Aralik | Min.PI
Duruma Klinik Zaman1 azma/
Ulasma Etki Serum
Zamani Hacmi
(Giin) (mL)
Amitriptilin 7-10 4-6 Nortriptilin Doz 100-250 ug/L | 2.0
hafta Alimmimindan
Hemen Once




Kafein

Doz
Almmimindan 1-

2 Saat Sonra

12-36 mg/L

0.2

Karbamazepin

14-28

Doz
Alinimindan

Hemen Once

4-12 mg/L

0.5

Klomipramin

28-42

Norklomiprami

n

Doz
Alinimindan

Hemen Once

150-800 pg/L

2.0

Desipramin

10-14

4-6
hafta

Doz
Alinimindan

Hemen Once

100-250 pg/L

2.0

Digoksin

5-7

Doz
Alinimindan 6-

24 Saat Sonra

0.8-2.0 ng/L

0.5

Dotiyepin

7-10

4-6
hafta

Nordotiyepin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

100-300 pg/L

2.0

Etosiiksimid

7-14

Doz
Alimnimindan

Hemen Once *

40-100 mg/L

0.5

Fluoksetin

28-42

Norfluoksetin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

150-800 pg/L

2.0

Gabapentin

1-2

Doz
Alinimindan

Hemen Once

2-20mg/L

0.5

Imipramin

7-10 giin

hafta

Desipramin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

150-300 pg/L

2.0

Lamotrijin

4-6 giin

Doz

Alinimindan

1-4 mg/L

0.5




Hemen Once

4-6
hafta

Nortriptilin 10-14 giin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

50-150 pg/L

2.0

Fenobarbiton 10-20 giin

Doz
Alinimindan

Hemen Once *

15-40 mg/L

0.5

Fenitoin 7-35 giin

Doz
Alinimindan

Hemen Once *

10-20 mg/L

0.5

Teofilin
(Eriskin)

Doz
Alinimindan 2-

4 Saat Sonra

10-20 mg/L

0.5

Teofilin

(Yenidogan)

Doz
Alinimindan 2-

4 Saat Sonra

5-10 mg/L

0.5

Valproik asid 2-3 giin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

100mg/L’ye
kadar

0.5

Vigabatrin 5-10 giin

Doz
Alinimindan

Hemen Once

5-35 pg/L

0.5

DOZ REJIMI
[lag terapisinin siireci, dozaj1 ve alinan son

dozun zamam TIDI acisindan 6nemlidir.

AKTIF METABOLIT
Pek c¢ok ilag farmakolojik olarak aktif
metabolitlere doniisiirler. Boyle ilaglarin
etkileri

terapotik degerlendirilirken

serumda bulunan tim aktif maddelerin

katkilari

imipramin aktif metaboliti

diisiintilmelidir.

doniismektedir.

Ornegin

desipramine




HASTALIK DURUMUNUN
ETKILERI

Akut veya kronik hastaliklar ila¢ klirensini
degistirirler. Dolayisiyla iligkili sistemin
patofizyolojik ~ durumuna  gore ilag
konsantrasyonlar1  artar veya azalr.
Karaciger hastaligi, suda daha c¢ok
¢oziinen formlara doniisen ilaglarin
Klirensini bozar. Konjestif kalp yetmezligi,
hepatik klirens ve kismen de renal Klirensi
dolayl1 olarak etkileyeceginden artmis ilag

diizeyleri s6z konusu olabilir.

SERBEST ILAC iZLEMI

Yeni filtrasyon cihazlarinin (equilibrium
diyaliz, ultradiyaliz, ultrasantrifiijasyon)
gelistirilmesi serumda serbest
baglanmamis ilag seviyelerini olgmeyi
miimkiin  kilmistir.  Avantajlar; serbest
konsantrasyonlar plazma proteinlerinden
bagimsizdir ve farmakolojik olarak aktif
konsantrasyonu verir. Dezavantajlar1 ise;

zaman alici, pahali ve terapotik araliklarin

pek ¢ok ilag i¢in bulunmamasidir.

YASIN ETKISI

Ilaglara cevap yasla beraber degiskenlik
gosterir. Yagh hastalar santral sinir sistemi
ilaglarma daha duyarliyken propranololiin
kardiyovaskiiler  etkilerine daha az
duyarhdirlar. Geng¢ cocuklar ise morfinin

santral depresyon yapici etkisine daha

duyarlhidirlar. Fakat yasa gore

bireysellestirmeyi basarabilmek igin ¢ok

daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.

GEBELIK
Fenitoin ve fenobarbitalin plazma ilag

seviyeleri hamilelik sirasinda azalmistir.
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Bagimhlik Yapan ya da Kétiiye Kullanilan ilag/Madde Analizleri

Dog. Dr. Serap Annette Akgiir

Ege Universitesi, Madde Bagimlihgi, Toksikoloji ve Ilac Bilimleri Enstitiisii, Izmir

Yasal veya yasadisi ilag/madde kotiiye
kullaniminin  yaygin oldugu iilkelerde,
bagimlilarin  hem bireysel hem de
toplumsal sorunlarinin giderek artmasi
yasal Onlemler almayr zorunlu hale
getirmistir. Ulkemizde, 5237 sayih Tiirk
Ceza Kanunu’nun “Kullanmak icin
uyusturucu veya uyarict madde satin
almak, kabul etmek veya bulundurmak”
baslikli 191 inci maddesinin 3 iini
fikrasinda, denetimli serbestlik tedbiri
olarak  “belirlenen  kurumda  tedavi
uygulanmas1” zorunlulugu ;

“MADDE 191.

(1) Kullanmak i¢in uyusturucu veya
uyarict madde satin alan, kabul eden veya
bulunduran kisi, bir yildan iki yila kadar
hapis cezas1 ile cezalandirilir. Kendisi
tarafindan kullanilmak iizere uyusturucu
veya uyarict madde etkisi doguran bitkileri
yetistiren kisi, bu fikra hiikkmiine gore

cezalandirilir.

(2) Uyusturucu veya uyarict madde
kullanan kisi hakkinda, tedaviye ve
denetimli serbestlik tedbirine hitkmolunur”
seklinde yasalarda yer almistir.

Bu baglamda yasadist madde kullanan,
satan, iireten, madde etkisinde iken ya da

madde temin etmek ic¢in su¢a karisan

madde  bagimlilart  zorunlu  tedavi
programlarina (probation) alinmaktadirlar.
Ulkemizde de kriminolojik arastirmalar ve
bilimsel yontemlerdeki ilerlemeler
dogrultusunda, ceza kavrami ve giivenlik
tedbirleri konusunda Onemli bir adim
olarak baslatilan Denetimli Serbestlik (DS)
uygulamasi, Resmi Gazete’nin 20 Temmuz
2005  tarithli ve 25881  sayisinda
yayimlanarak yiiriirliige girmistir. Bu yasa
maddesine gore adli kontrol altina
almmasina karar verilenlerden uyusturucu,

uyarict veya ugucu maddeler ile alkol

bagimlilarinin tedavilerine iliskin
uygulamanin nasil yapilacagi
aciklanmusgtir.

Buna gore 5237 sayih TCK’nun 191.
maddesi ve 5271 sayili CMK’nun 109.
maddesi kapsamindaki kisilerin;

“DS  biirolarinca  diizenlenmis  sevk
belgeleri ile birlikte -biinyesinde ruh
saglig1 ve hastaliklar1 uzmani goérev yapan
imkanlar1

desteklenmis- devlet

ve laboratuar yoOniiyle
hastanelerine
yonlendirilmeleri” ve “Bu hastanelerde ilk
muayene ve takiplerinin  yapilarak
laboratuar ve klinik bulgulara gére bagimli
olduklarina karar verilen Kkisilerin ruh

sagligr ve hastaliklar1 uzmaninca belirtilen



madde bagimlilig1 tedavi merkezlerine
sevk edilmeleri” dngoriilmektedir.
Bagimlilik  yapabilen veya  kotiiye
kullanim1 olan maddeler ile ilgili madde
testi birgok alanda farkli amaglar igin
yapilabilir.

- Acil toksikolojik analizler - Acil servis ve
klinikler (asir1 yiikksek doz, vb.)

- Isyeri toksikolojik analizleri (fabrika,
okul, askeri birlik, hapishane, vb.)

- Trafikteki siiriiciilerde, ticari arag
stirticiileri vb (alkol / madde etkisi altinda
tasit kullanimi)

- Yasal amagli yapilan toksikolojik
analizler (6liimle sonuc¢lanmis
intoksikasyon, cinsel saldiri, beyin 6liimii,
intihar, trafik kazasi, vb.)

- Sporcularda doping analizleri

Klinik toksikolojide dogru sonucu hizl
almak, daha dogru bir sonucu ge¢ almaktan
daha 6nemlidir, alinan sonuca gére hemen
tedaviye  baslanacaktir. ~ Oysa  adli
toksikolojide en dogru sonucun alinmasi en
onemli amagtir. Toksikolojik analizde,
uygun tarama yontemini kullanilmamasi,
var  olan  bir maddenin  kiside
saptanamamasi  veya  olmayan  bir
maddenin  bulunmasi  gibi  sonradan
giderilmesi miimkiin olamayan bir durum
olusturabilir. Bu amagla, alinan/maruz
kalinan ilag/ maddenin tipine, maruziyet
zamanina, maruz kalan kisinin sag ya da

Oli  olusuna gore farkli  biyolojik

orneklerde, s6z konusu etken ve/veya

miktar1 arastirilir. Son yillara kadar tam
idrar, kan, serum ve plazma gibi geleneksel
biyolojik materyallerde toksikolojik analiz
yapilirken bugiin sag, ter, oral sivi gibi
alternatif matrikslerde toksikolojik analiz
onemli gelismeler gostermistir. Kronik
kullanilan maddelerin analizinde kullanilan
sa¢ Ornegi, bugiin gelisen analitik
teknolojiler ile tek doz kullanilan
maddelerin dahi analizinin yapilabilmesine
olanak vermektedir.
Yargi sirecinde  kullanilacak  bir
toksikolojik analizde diisiik derisimlerdeki
maddeleri belirleme ve tamimlama igin
etkili ve giivenli tarama yoOntemlerinin
kullanilmasi1 ve pozitif sonuglarin daha
hassas ve uluslararasi standartlara uygun
yontemlerle dogrulanmasinin yapilmasi
saglanmalidir. Bu amagla GC/MS (gaz
kromatografi/kiitle spektrometresi) veya
LC/MS (s1v1 kromatografi/kiitle
spektrometresi) kullanilan sistemlerdir .

Ancak etkili ve genis kapsamli bir madde
taramasinin tek bir yontemle yapilmasi, ne
yazik ki miimkiin degildir. Toksikolojik
analizde, 6nce tarama/ tanimlama asamasi
uygulanir. Eger tek veya bir grup
ilag/madde i¢in (etil alkol, asetaminofen,
lityum, amfetamin, barbitiirat,
benzodiazepin, kannabinoid, kokain, opiat,
fensiklidin  gibi) tarama yapilacaksa

immunoassay yoOntemleri bu asamada

kullanilabilir.



Ancak bu yontem uygulamasinda yanlis
pozitiflik yoniinden ¢apraz reaksiyon veren
maddeler yoniinden dikkatli olunmalidir.
Bu asamada taranmast gereken
ilag/maddekonusunda yararli olabilecek
her tirlii veri (kullandig1 ilaglar, vb.)
klinisyen tarafindan belirtilmeli, olguya
gore immunoassay dist yontemler de
kullanilmali, gerektiginde hedefe ydnelik
analiz  yapilmalidir  Yaygin  olarak
kullanilan ¢esitli immunoassay yontemleri
(EMIT; FPI; ELISA, CEDIA.), Likit
kromatografi (HPLC-DAD) ve GC/MS-
LC/MS kombinasyonudur. Kombinasyona
ragmen bir¢ok sinirliliklar bulunmaktadir.
HPLC-DAD Sadece UV 1simnmin1 absorbe
edebilen molekiilleri saptayabilir, ayrica
ayni spektrumu veren analog bir ¢ok
madde olabilir. GC-MS volatil olmayan ve
termolabil bir¢ok maddelerin analizi uygun
degildir. Son yillarda diisiik maliyetli MS
(Mass Spectrometry—Kiitle spektrometresi)
detektorlerinin  gelisimi  sonrasi, insan
viicudunda yabanci maddelerin varliginin
analizi, LC-MS (Liquid Chromatographic-
GC-MS (Gas

Spectrometry)

Mass  Spectrometry),
Chromatographic-Mass
sistemlerinin uygulanabilirligi ile Snemli
bir ilerleme gostermistir.

Diger taraftan analiz i¢cin  Ornek
hazirlanmasinin ~ 6nemi, ayirma veya
saptamada olas1 girisim yapabilecek
maddelerin uzaklastirilmasi, derisiminin

artirilmast  (duyarliliginin  yiikseltilmesi),

analitin ekstraksiyon, ayirma ve tayine
uygun hale doniistiiriilmesi (hidroliz,
tirevlendirme), materyelden bagimsiz
giiclii-tekrarlanabilir bir yontem bulunmasi
bu kisitlayici etkenlerin ¢oziimii olarak
Ongoriilmektedir.

Kotiiye  kullanimi  olan  maddelerin
cesitliginin her giin biraz daha artmasi ve
buna bagli olarak daha iyi analitik
yontemlerin ~ gelistirilmesini  saglamistir.
Tek bir madde testi, kisinin tutuklu veya
serbest kalmasim1 saglayabileceginden,
secilen biyolojik Ornegin iddia edilen
kisiden alinmasindan analizine, test
sonucundan sonuglarin raporlandirmasina
kadar olan tiim asamalarda uygulanmasi
gereken islemler tanimlanmis olmalidir
(Gozetim ve Emniyet zinciri; Chain of
custody). Bu analizleri yapan
laboratuarlarin, hukuk ve adli sisteme
hizmet etmesi dolayisiyla, siki  bir
gozetim/emniyet  zinciri altinda elde
edilmesi  gereken  test  sonucunun,
dogrulugu ve gilivenirligi ¢ok Onem
kazanmaktadir.

Bagimlilik yapan ya da kotiiye kullanilan
ilag/madde analizlerinde; kisilerin yapilan
test konusunda bilgilendirilmesi,
uygulanacak analitik testlerde hangi
maddelerin analizinin yapilmas: gerektigi,

hangi analitik yontemin kullanilmasi

gerektigi mutlaka belirtilmelidir.
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Terapétik ilag Diizeyi izleminde Farmakologlarin Yeri

Uzm. Dr .Yusuf Cem Kaplan
Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Klinik Farmakoloji ve Toksikoloji Birimi

Terapdtik ilag Diizeyi izleminin (TIDI)
baslica amaglar1 su sekilde siralanabilir.
1) Hastanin tedaviye uyum gosterip

gostermedigini saptamak.

a) TIDI ile “Hasta gergekten ilacini
onerildigi  sekilde
sorusuna yanit bulmak miimkiindiir.

kullamyor  mu?”

2) llagtan maksimum klinik fayda
saglayacak hastaya uygun
bireysellestirilmis bir doz ayarlayabilmek.

a) Verilen dozun hastada istenen
kan/serum diizeylerini saglayip

saglamadig1 degerlendirilebilir.

b) Subterapitik ya da toksik diizeylerin
klinik yanit da dikkate alinarak terapotik
araliga yikseltilmesi ya da diisiiriilmesi
gerekebilir. Bdylece hastanin tedaviden
fayda gorememesi ve olasi advers etkiler
engellenebilir.

3) Hastanin uzun siireli tedavisi esnasinda
karsilasabilecegi  baska  problemlerin
hastanin tedavi siirecini olumsuz sekilde
etkilemesini onlemek.

a) Ilacin  farmakokinetik ya da
farmakodinamigini etkileyebilecek
faktorlerin (Renal ya da hepatik yetmezlik,
ilag-ilag ya da ilag-besin etkilesimleri vb.)
ortaya c¢ikmasi durumunda tedaviye
miidahale edebilme firsati yakalanabilir.

Sadece hastanin kan ila¢ diizeyini Ol¢iip
bilgisayarda onaylamak TIDI degildir. Bu
olsa olsa ila¢g diizeyi Olglimii olarak
adlandirilabilecek  bir islemdir. TIDI
hastanin kan ila¢ diizeyine gore hastanin
kullandigr  ilacin  dozunu  optimize

edebilmek ve hastanin tedaviden gorecegi
faydayr maksimuma ¢ikarip, olasi zararlari
ise  minimuma indirebilmektir. Analiz
oncesi, analiz ve analiz sonrast donem bir
biitiiniin parcalaridir. Efektif bir TIDI
ancak bu parcalar arasindaki bagin dogru
ve verimli kurulmasi ile gergeklesebilir.
TIDIi, hastaya primer hekimi tarafindan
ilag tedavisi verilmesi karari ile baglar ve
analiz sonucunun degerlendirilip tedaviye
yansimast ile dongiisiinii tamamlar. Bu
dongii hasta tedavi aldik¢a devam eder.
TIDI bir ¢ok kavrami icine alan bir
stirectir, ancak odak noktasinda “ilag” ve
ilacn  klintk  etkinligi”  kavramlari
bulunmaktadir. Odak noktast “ilag” ve
“ilacin klinik etkinligi” gibi kavramlardan
olusan  bu  dongiiniin  yiirGitiilmesi
sorumlulugunu  tlkemizde  yetkinlikle
uistlenebilecek tek brans “Farmakoloji” dir.
Farmakologlar bu dongiliniin saglikli bir
sekilde baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde
onemli roller (iistlenebilirler. Hastanin
alacagi ilag dozunun belirlenmesinden, kan
Ormegi alinma zamanina, Orneklerin
analizinden, sonuglarin
degerlendirilmesine kadar ¢ogu basamakta
hekim ve yardimci saglik personeline
(hemsire, eczaci, lab teknisyeni vb.) yol
gosterebilirler.

Bu konuda farmakologlarin oniindeki en
bliylik engel hali hazirda ilag diizeyi
ol¢limiinii (TIDI degil) gerceklestiren diger
uzmanlik dallarinin 6ne siirdiigli ve higbir
bilimsel temele oturmayan dogmalardir.
S6zkonusu uzmanlik dallari, gayet basit
olan bir ilag diizeyi Ol¢iim siirecini
oldugundan ¢ok daha karmasik sekilde
gostermeye c¢alismaktadir. Bu uzmanlik
dallar1 saghk meslek lisesi mezunu
laboratuar  teknisyenlerinin  rahatlikla
sirdiirebildigi bir islemi, uzmanlik ve
doktora  egitimlerinin  temelini ileri
diizeyde  laboratuar  uygulamalarinin



olusturdugu farmakologlarin
yapamayacaklarini ya da yapmamalari
gerektigini One stirmektedirler. Gergekte,
egitim miifredatlarinda ilag
farmakokinetigi  ve  farmakodinamigi
hakkinda hi¢ bir bilgi bulunmayan bu
uzmanlk  dallarinin sorumlulugunda
yapilacak  olan sey asla “TiDI”
olamayacak, analiz Oncesi ve sonrasi
donemle baglantisiz ve faydalar1 tartismali
bir “ilag diizeyi 6l¢limii” olarak kalacaktir.
Oysa ki, dogru sekilde uygulanan bir
TiDI’nin hem tibbi hem de ekonomik
alanda bilimsel olarak kanitlanmis bir ¢ok
faydast mevcuttur. Yapilan c¢aligmalar,
TiDI uygulanan hastalarm toplamda daha
disiik dozda ilaca maruz kaldiklarim1 ve
buna bagli olarak daha az sayida advers
etki  tecriibe ettiklerini  gOstermistir.
TIDI’nin advers etkileri azaltmasi ve
tedavinin etkinligini arttirmasit hastanede
kalis siiresini  de kisaltmaktadir. Bu
faydalar1 ile TiDI, tedavi basina diisen
maliyetlerde ciddi diistisler
saglayabilmekte ve kaynaklarin gereksiz
kullanimini 6nlemektedir.

T.C. Saglik Bakanlig1 29.04.2008 tarihli ve
27214 sayili Resmi Gazete’de yayinladigi
“Hasta  ve Calisan  Giivenligi’nin
Saglanmasi  ve Korunmasma Iliskin
Teblig” ile hasta ve c¢alisan giivenligi
konusundaki hassasiyetini vurgulamistir.
Bu tebligin 9. maddesi Ilag Giivenligi ile
ilgili  islemleri agiklamaktadir. llgili
maddenin “¢” bendinde “Ilag¢ uyumu,
istenmeyen ve beklenmeyen yan etkiler,
tabip ve hemsireler tarafindan izlenir....”
ibaresindeki islemler TIDI ile rahatlikla
gerceklestirilebilir. Bu teblig ile birlikte,
TIDI’nin hasta giivenligi i¢in mutlak bir
gereklilik oldugu daha 1y1 anlagilmaktadir.
Sonu¢ olarak, diger uzmanlik dallarinin
gergeklestirecegi ve hastanin tedavisine
yeterince  yansimayan  “ilag  diizeyi
Olcimii” faydalar1 tartismali bir islemdir.
Ancak, farmakologlar tarafindan kurulacak
Terapétik Ilag Diizeyi Izlemi sistemlerinin
ilkemizin saglikla 1ilgili kaynaklarinin
dogru ve etkin sekilde kullanilmasina
biiylik katkida bulunacagi ve hasta yararini
arttiracagl bilimsel olarak kanitlanmis bir
gercektir.



ISBN: 975-7863-18-1




