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ÖZET 

 

Nigar Abdullazada, Santral Adrenal Yetmezlik Tanısında Tükürük Kortizol 

Ölçümünün Geliştirilmesi ve Serum DHEA ile DHEA-S Düzeylerinin Rolünün 

Tayini, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı, 

Tıpta Uzmanlık Tezi. Ankara, 2024 ;BAP Proje No: 20776 

Santral adrenal yetmezliğin (AY) doğru ve erken tanısı önemlidir. Tükürük, birçok 

avantajı nedeniyle son yıllarda önemli bir tanı aracı haline gelmiştir. Geçerli, 

uygulanabilir ve hassas LC MS/MS yöntemi, plazma ve idrarda steroidlerin 

belirlenmesi için son yıllarda önem kazanmıştır. Bu çalışmada, santral adrenal 

yetmezlik şüphesi olan ve düşük doz ACTH stimülasyon testi uygulanan çocuklarda 

toplanan tükürük örneklerinde LC-MS/MS ile kortizol ölçümü için doğru ve seçici bir 

yöntem tanımlandı ve analitik olarak doğrulandı. Tükürük kortizolünün pik değerleri 

simülasyondan 40 dakika sonra elde edildi. .Linear regresyon analizi LDT'ye tükürük 

kortizol yanıtının serum kortizolü ile yüksek oranda ilişkili olduğunu gösterdi 

(r=0,865). ROC analizi ile serum kortizol için 546 nmol/L kesme değeri alınarak, 

tükürük kortizolünün kesme değerleri 40. dakikada ve pik değerlerinde sırasıyla 12.0 

nmol/L ve 12.0 nmol/L olarak belirlendi. Ayrıca, LC MS/MS ile tükürük kortizol 

ölçümünün uygun analitik performansa sahip olduğu tespit edildi. Böylece, santral AI 

grubunda 4.6 nmol/L'lik başlangıç tükürük kortizol konsantrasyonuna dayanarak, rutin 

klinik uygulamalar için hızlı ve uygun maliyetli bir yöntem olan yeni bir algoritma 

önerildi. Bu çalışma ayrıca santral AY grubunda plazma DHEA ve DHEA-S 

düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı derecede (p<0,001) düşük olduğunu 

gösterdi. Sonuç olarak, santral AY tanısı için 12 nmol/L pik tükürük kortizol kesim 

değeri kullanılabilir.  Duyarlı ve seçici kütle spektrometrik tükürük kortizol ve plazma 

DHEA-S ölçümü, HPA eksenini değerlendirmede alternatif bir yaklaşım olabilir.   

 

Anahtar kelimeler: Santral adrenal yetmezlik, tükürük kortizolü, bazal kortizol, kütle 

spektrometresi, kesme değeri 
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SUMMARY 

 

Nigar Abdullazada, Development of Salivary Cortisol Measurement in the 

Diagnosis of Central Adrenal Insufficiency and Determination of the Role of 

Serum DHEA and DHEA-S Levels, Hacettepe University Faculty of Medicine, 

Department of Medical Biochemistry, Specialization Thesis in Medicine. Ankara, 

2024; BAP Project No: 20776. 

The accurate and early diagnosis of central adrenal insufficiency (AI) is important. 

Saliva has become an important diagnostic tool in recent years due to its many 

advantages. Valid, applicable and sensitive LC-MS/MS method has gained importance 

in recent years for the determination of steroids in plasma and urine. In this study, we 

describe an accurate and selective method for the measurement of cortisol by LC-

MS/MS in saliva samples collected from children with suspected central adrenal 

insufficiency who underwent low-dose ACTH stimulation test; it was then analytically 

validated. Peak values of salivary cortisol were obtained at 40 min after simulation.. 

Linear regression analysis showed was strong correlation between salivary cortisol and 

serum cortisol in response to LDT (r=0,865). Using ROC analysis, the cut-off value 

for serum cortisol was taken as 550 nmol/L, and the cut-off values for salivary cortisol 

were determined as 12.0 nmol/L and 12.0 nmol/L at 40 minutes and at peak values, 

respectively. Additionally, analytical performance of saliva cortisol assay by LC 

MS/MS method was found to suitable. Therefore, based on the baseline salivary 

cortisol concentration of 4.6 nmol/L in the central AI group, we proposed a new 

algorithm as a rapid and cost-effective method in routine practice. This study also 

showed that plasma DHEA and DHEAS levels were significantly low in the central AI 

group than that of control group (p <0,001). In conclusion, the peak salivary cortisol 

of 12 nmol/L as a cutoff value can be used for the diagnosis of central AI.  The sensitive 

and selective mass spectrometric salivary cortisol and plasma DHEA-S measurements, 

may be an alternative approach to assess HPA axis. 

 

Key words: Central adrenal insufficiency, salivary cortisol, basal cortisol, mass 

spectrometry, threshold value 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ  

 

   Santral adrenal yetmezlik (Santral AY), hipofiz veya hipotalamustaki hastalıklar 

veya yaralanmalar sonucu adrenokortikotropin (ACTH) sekresyonunda bozulma ve 

buna bağlı kortizol üretiminde azalma ile karakterize edilen bir endokrin bozukluktur. 

Santral AY'nin en sık görülen nedeni iyatrojeniktir; ekzojen glukokortikoid tedavisinin 

aniden kesilmesi sonucu ortaya çıkabilir. Diğer nedenler arasında hipofiz tümörleri, 

kraniyal enfeksiyonlar, travma, cerrahi müdahaleler ve kraniyal radyoterapi yer 

almaktadır. Ayrıca, yüksek doz opiat kullanımı ve son yıllarda kanser tedavisinde 

kullanılan immün kontrol noktası inhibitörleri de adrenal yetmezliğe yol 

açabilmektedir. Semptomlar ve bulgular genellikle spesifik olmadığından, tanı 

koymada zorluk yaşanabilir. Sabah 8:00'de yapılan bazal kortizol ve ACTH düzeyleri 

tek başına tanı koymada yetersizdir; bu nedenle dinamik testlerin yapılması 

kılavuzlarda önerilmektedir. Klinik uygulamada düşük doz ACTH testi (LDT) yaygın 

olarak kullanılmakta olup, 30. dakikada 500 nmol/L (<18.1 μg/dL) üzerinde ölçülen 

kortizol düzeyi adrenal yetmezliğin dışlanması için önerilmektedir. 

   Tükürük kortizolü hiperkortizolizm tanısında kullanılmakla birlikte, son yıllarda 

Santral AY değerlendirilmesinde de önerilmiştir. Tükürük, kolay ve invaziv olmayan 

bir örnek türü olarak değerlendirilmektedir. Sıvı kromatografi-tandem kütle 

spektrometresi (LC-MS/MS) ise küçük moleküllerin tayininde yüksek duyarlılık 

sağlayan bir yöntem olarak klinik laboratuvarlarda kullanılmaktadır ve kortizol 

ölçümü için oldukça spesifiktir. 

   Bu çalışmanın amacı, uzun süre glukokortikoid replasmanı uygulanan ve Santral AY 

‘den şüphelenilen hastalarda tükürük kortizol tayini için LC-MS/MS yöntemini 

geliştirmek ve analitik olarak değerlendirmektir. Ayrıca, plazma 

dihidroepiandrostenodion (DHEA) ve dihidroepiandrostenodion sülfat (DHEA-S) 

ölçümünün santral AY tanısındaki rolünün belirlenmesi ve ilgili eşik değerin değerinin 

saptanması hedeflenmektedir. Bu amaçla, Hacettepe Üniversitesi Çocuk Hastanesi 

Çocuk Endokrinoloji Bölümü’ne başvuran, 1-18 yaş arasındaki santral adrenal 

yetmezlik şüphesi olan ve düşük doz ACTH testi (LDT) yapılan hastalar çalışmaya 
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dahil edilmiştir. Örneklerden, bazal ve LDT sırasında alınan tükürük ve venöz kan 

örneklerinden DHEA-S düzeyleri LC-MS/MS yöntemiyle ölçülmüştür. Ayrıca, bu 

hastalarda bazal ACTH ve adrenal rezervi değerlendirmek amacıyla idrar serbest 

kortizol ölçümü gerçekleştirilmiştir. 

 

  Bu çalışmada şu hipotezlerin kanıtlanması amaçlanmıştır: 

1. Santral AY tanısında LDT yapılan hastalarda bazal ve pik tükürük kortizolünün 

LC-MS/MS yöntemi kullanılarak ölçümü yüksek duyarlılık ve özgülüğe 

sahiptir. 

2. Plazma DHEA/ DHEA-S düzeylerindeki düşüş, Santral AY'ın erken tanısında 

önemlidir. 

   Ayrıca, LC-MS/MS yöntemi kullanılarak tükürük kortizol ölçümünün geliştirilmesi 

ve doğrulaması hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Steroidogenez 

     Steroidogenez, hücrede kolesterolün hormonlar tarafından düzenlenen enzimatik 

süreçlerle steroid hormonlarına dönüştürülmesidir. Bu süreçte kolesterol, steroid 

hormonlarının sentezi için temel yapı taşını oluşturur ve ilk kritik basamağı temsil 

eder.  

      Kolesterol, hücre içinde endoplazmik retikulumda (ER) de novo olarak sentezlenir 

ve serbest kolesterol olarak üretilir. Ancak, steroidojenik kolesterolün çoğu 

dolaşımdaki lipoproteinlerden elde edilir. Yüksek yoğunluklu lipoproteinlerde (HDL) 

bulunan kolesterol esterleri, scavenger reseptör B1 (SR-B1) aracılığıyla hücreye 

taşınır; düşük yoğunluklu lipoproteinler (LDL) ise LDL reseptörleri aracılığıyla 

reseptör aracılı endositoz yoluyla hücreye girer. LDL reseptörleri aracılığıyla hücreye 

alınan kolesterol esterleri, endozomlar ve lizozomlarda işlenir. Lizozomal asit lipaz 

(LAL), kolesterol esterlerini parçalayarak serbest kolesterol oluşumunu sağlar. Serbest 

kolesterol, NPC2 (Niemann-Pick C2 protein) tarafından bağlanır ve taşınmaya 

hazırlanır. NPC1 (Niemann-Pick C1), serbest kolesterolü lizozomal membrana entegre 

eder, bu da kolesterolün hücre içinde gerekli yerlere düzgün bir şekilde dağıtılmasını 

sağlar. Serbest kolesterol, hücre tarafından kullanılabilir veya acyl-koenzim-A-

kolesterol-asil-transferaz (ACAT) tarafından yeniden esterleştirilerek lipid 

damlacıklarında depolanabilir. Benzer şekilde, SR-B1 aracılığıyla hücreye alınan HDL 

kaynaklı kolesterol esterleri, hormon duyarlı lipaz (HSL) tarafından hidrolize edilir ve 

ortaya çıkan serbest kolesterol ya hücre içi kullanım için ya da depolanmak üzere 

yeniden esterleştirilir. StAR (Steroidogenic Acute Regulatory) proteini, kolesterolü 

mitokondriye taşıyarak steroid hormonlarının sentezini başlatır (1, 2) (Şekil 2.1).  

 

 



4 
 

 

 

Şekil 2.1. Hücre içi kolesterol taşınması. 

 

    Kolesterolün dış mitokondriyal membran ile iç mitokondriyal membran arasındaki 

hareketi, steroidogenezinin başlatılması için kritik bir rol oynar. Bu süreç, kolesterol 

yan zincir kesici enzim (P450scc) sisteminin iç mitokondriyal membranda yerleşmiş 

olması nedeniyle büyük önem taşır. Bu enzim, kolesterolün 20,22 bağını keserek 

pregnenolona dönüştürür, bu da steroid hormonlarının sentezinde hız sınırlayıcı ve ilk 

adımıdır. Pregnenolon, ya mitokondrideki veya endoplazmik retikulumda (ER) 

bulunan 3β-hidroksisteroid dehidrojenaz (3βHSD) tarafından progesterona 

dönüştürülür ya da ER'ye geçerek P450c17 enzimi tarafından 17α-

hidroksipregnenolona, ardından 3βHSD ile 17α-hidroksiprogesterona dönüştürülür. 

17α-hidroksiprogesteron, ER'deki P450c21 enzimi tarafından 21-hidroksilasyona 

uğrayarak 11-deoksikortizole dönüşür. 11-deoksikortizol, mitokondriye taşınır ve 

burada P450c11b (11β-hidroksilaz) enzimi tarafından hidroksillenir, böylece kortizol 

oluşur (1) (Şekil 2.2 ve Şekil 2.3).   
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Şekil 2.2. Kolesterol sentezi. 

 

 

Şekil 2.3. Steroidogenez yolağı.  
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2.2. Kortizol 

     Kortizol, 21 karbonlu bir yapıya sahip olan ve adrenal korteksten salgılanan bir 

glukokortikoid hormondur. Kolesterolden türetilir. Plazmadaki normal kortizol 

seviyesi, hipotalamustaki suprachiasmatic nuclei (SCN) tarafından düzenlenen 

sirkadiyen ritimden etkilenir. Bu ritim, sabah saatlerinde kortizol seviyelerinin zirveye 

ulaşmasını (20 µg/dL) ve akşam saatlerine doğru azalarak gece yarısında en düşük 

değer olan 5 µg/dL'ye düşmesini sağlar (3).  

 

 

Şekil 2.4. Kortizol yapısı. 

 

2.3.Hipotalamik-pituiter-adrenal ekseni 

       Hipotalamik-pituiter-adrenal (HPA) ekseni, kortizol salgısının düzenlenmesinde 

temel bir rol oynar. Kortikotropin salgılatıcı hormon (CRH), ilk olarak Wylie Vale 

tarafından koyun hipotalamusundan keşfedilmiştir. CRH, hipotalamustaki 

paraventriküler çekirdekten 41 amino asitten oluşan bir polipeptid olarak sentezlenir 

ve hipofiz portal venöz sistemine salgılanır. CRH, ön hipofizdeki CRH 1 reseptörlerine 

bağlanarak hücre içi siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyelerini artırır. Bu artış, 

proopiomelanokortin (POMC) geninin transkripsiyonunu uyarır. POMC, 241 amino 

asitten oluşan ACTH ve diğer hormonların öncülü olan prohormondur. Arginin ve lizin 

amino asitlerin bulunduğu bölgelerde hidrolitik kesilmelere uğrayarak birçok aktif 

peptid hormon üretimini sağlar. Ön hipofizde, POMC, N-terminal peptid, birleştirici 

peptid (JP), ACTH ve β-lipotropin (β-LPH) peptidlerine dönüştürülür (4, 5).  
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Şekil 2.5. Proopiomelanokortin ve işlem sonrası biolojik aktif peptid hormonları. 

* CLIP (Corticotropin-like Intermediate lobe Peptide);*Alfa-MSH (Alfa-Melanotropin);*Gamma -MSH (Gamma-

Melanotropin); *Beta-end( Beta-endorfin);* Met-enk (Met-enkephalin)  

 

 

     Interlökin-1, CRH salgısını artırarak ve ACTH salgılayıcı faktörlerin etkilerini 

modüle ederek ACTH salgısını teşvik ederken; Interlökin-2, POMC gen 

ekspresyonunu artırarak ve Interlökin-6, AVP salgısını artırarak ACTH salgısını 

güçlendirir. Ayrıca, HPA ekseni hem fiziksel hem de psikolojik stresörlere duyarlıdır 

ve özellikle yeni stresörler tarafından aktive edilir; tekrarlanan maruziyetle yanıt azalır. 

ACTH salgısı hamilelik ve menstrüasyon döngülerinde östrojen etkisiyle artar. 

Kortizol, ACTH ve CRH salgılanması üzerinde negatif geri bildirim yapar (4, 6) (Şekil 

2.6.).  

    ACTH salgılanması sirkadiyen ritme ve pulsatif paterne sahiptir ve genellikle gece 

24:00 ile 02:00 saatleri arasında düşük seviyelerde bulunur. Sabah erken saatlerde 
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(07:00 ile 08:00) bu hormonun seviyeleri zirveye çıkar ve gün boyunca azalır; yalnızca 

öğünlerden sonra kısa süreli artışlar gözlemlenir. Bu ritmin biyolojik saati 

hipotalamusun suprachiasmatic nükleusunda düzenlenir. Bununla birlikte, iltihap, 

enfeksiyon, ciddi hipotansiyon, yoğun egzersiz ve belirli derecelerde psikolojik stres 

gibi çeşitli stres faktörleri bu doğal ritmi bozabilir (4, 7).   

      ACTH, adrenal korteksin zona fasciculata hücrelerinde bulunan MC2-R 

reseptörlerine bağlanır. Bu bağlanma, hücre içindeki siklik adenozin monofosfat 

(cAMP) seviyelerini artırır ve cAMP, protein kinaz A’ yı aktive eder. Aktif PKA, 

kolesterol taşıyıcı protein StAR'ı fosforile eder. Bu adım, tüm adrenokortikal 

hormonlar için hız sınırlayıcı bir süreçtir (3, 8).  

 

 

Şekil 2.6. Ön hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgılanmasını 

etkileyen faktörler. 

 

2.4. Glukokortikoid etkisinin mekanizmaları 

     Glukokortikoidlerin (GC’lerin) etkisi, GC’nin hücre zarını geçip glukokortikoid 

reseptörüne (GR) bağlanmasıyla başlar. Normalde GR, hücre sitoplazmasında ısı şok 
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proteinleri (HSP’ler) tarafından inaktif halde tutulur. GC, GR’ye bağlandığında, 

HSP’ler ayrılır ve GR üzerindeki DNA bağlanma bölgeleri açığa çıkar, oluşan GC-GR 

kompleksi nucleusa girer. GR çekirdeğe girerken, başka bir GR kompleksi ile 

dimerleşir. Bu dimerleşme, GR’nin DNA üzerindeki glukokortikoid yanıt veren 

elemanlara (GRE’ler) bağlanmasını ve transkripsiyonun etkin bir şekilde 

düzenlenmesini sağlar (9).  

 

 

Şekil 2.7. Glukokortikoid etkisinin mekanizması. 

 

2.4.1. Glukokortikoidlerin metabolik ve immün sistem üzerindeki etkileri 

     Glukokortikoidler, özellikle kortizol, metabolizmayı ve bağışıklık sistemini 

düzenleyen steroid hormonlarıdır. Karaciğerde, glukokortikoidler glukoneogenez için 

gerekli enzimlerin üretimini artırarak karbonhidrat metabolizmasını düzenler. Bu 

anabolik süreç, glikoz sentezini teşvik ederken, kas ve yağ dokusunda kortizolün 

etkisiyle karbohidratlar, proteinler ve lipidlerin parçalanması sağlanır. Bu katabolik 

süreçler, hücrelerde enerji üretimi için gerekli olan ATP sentezini artırır. 
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     Glukokortikoidler ayrıca insülin aktivitesini inhibe eder, böylece hücresel glikoz 

seviyelerinin düşmesine ve katabolik süreçlerin devam etmesine yol açar. Katabolik 

süreçler sonucunda oluşan amino asitler ve yağ asitleri, karaciğerde glukoneogenez 

için substrat olarak kullanılır.  

     Kortizol, dolaşımdaki lenfositlerin dalak ve kemik iliğine yeniden dağılımını 

sağlayarak plazma lenfosit sayısını azaltır. Ayrıca immünoglobulin üretimini engeller, 

lenfositlerin apoptozunu artırır ve inflamatuar sitokinlerin üretimini, nükleer faktör 

kappa B (NF-kB) aktivitesini inhibe ederek durdurur. Kortizol, monositlerin 

makrofajlara dönüşümünü ve makrofaj fonksiyonlarını baskılar, böylece lokal 

inflamasyonu, histamin üretimini azaltır ve prostaglandin sentezini bozar. Bu etkiler, 

kortizolün inflamasyon ve immün yanıt üzerinde önemli bir düzenleyici rol oynadığını 

gösterir. 

     Glukokortikoidlerin uzun vadeli ve kontrolsüz etkileri ciddi sağlık sorunlarına yol 

açabilir. Kronik olarak yüksek kortizol seviyeleri, metabolik sendrom ve diyabet gibi 

hastalıkların yanı sıra bağışıklık sisteminin baskılanmasına ve enfeksiyon riskinin 

artmasına neden olabilir. Bu nedenle, glukokortikoidlerin etkilerinin dikkatlice 

izlenmesi ve düzenlenmesi önem taşır (10).    

 

2.5. Kortizol taşınması ve bağlanma proteinleri  

      Kortizol, yağda çözünebilen bir hormon olup, vücutta taşınmak için protein 

taşıyıcılara ihtiyaç duyar. Toplam kortizol, serbest kortizol ve plazma proteinlerine 

bağlı kortizolü içerir. Dolaşımda kortizol, başlıca kortizol bağlayıcı globulin (CBG) ve 

albümine bağlı olarak taşınır; serbest formu ise <%5’tir ve bu form biyolojik olarak 

aktif olup idrar yoluyla atılır ve tükürükte bulunur. Bu serbest kortizol formunun 

ölçülmesi, tanı koymada önemli bir yardımcı olabilir. Serum CBG seviyelerindeki 

değişiklikler toplam kortizol düzeylerini etkilerken, serbest kortizol oranı sabit kalır. 

CBG ve albümin düzeylerindeki değişiklikler, klinik çalışmalarda sonuçların 

değerlendirilmesi ve HPA ekseni yetersizliklerinin teşhisi açısından önemli olabilir. 

Ayrıca, bu bağlanma proteinlerindeki değişiklikler böbrek yetersizliği, kritik 
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hastalıklar, gebelik ve oral kontraseptif kullanımı gibi durumlarda sonuçların yanlış 

yorumlanmasına yol açabilir (5, 7, 11, 12).    

 

2.6. Adrenal yetmezlik  

2.6.1. Tanım 

    Adrenal yetmezlik (AY), ilk olarak 1885 yılında Thomas Addison tarafından 

tanımlanmıştır. AY, adrenal korteksin hasar görmesi sonucu ortaya çıkan primer 

adrenal yetmezlik (Primer AY), ACTH salgısını etkileyen hipofiz bezi bozukluklarına 

bağlı olarak gelişen sekonder adrenal yetmezlik veya kortikotropin salgısını etkileyen 

hipotalamik bozukluklara bağlı olarak ortaya çıkan tersiyer adrenal yetmezlik şeklinde 

sınıflandırılabilir. Klinikte sekonder ve tersiyer AY arasındaki ayrımın tanısal veya 

tedavi açısından belirgin bir önemi yoktur. Bu nedenle, bu iki durum genellikle Santral 

AY başlığı altında birlikte ele alınır (13).  

     AY, adrenal korteksin yeterli düzeyde GC ve/veya mineralokortikoid (MC) üretme 

kapasitesini kaybetmesi olarak tanımlanır. Primer AY gelişen hastalar hem GC hem de 

MC yetersizliği nedeniyle çeşitli klinik belirtiler gösterirler. Buna karşılık, Santral 

adrenal yetmezlik, hipotalamus veya hipofiz bezindeki hastalıklar ya da travmalar 

nedeniyle yetersiz ACTH salınımı sonucu meydana gelir ve bu da adrenal kortizol 

üretiminin yetersiz olmasına yol açar (14).  

 

2.6.2. Primer adrenal yetmezlik 

     Primer AY, 100.000 bireyde 10-15' ini etkileyen ve farklı genetik nedenlere bağlı 

olarak ortaya çıkan bir durumdur.  Genellikle otoimmün veya enfeksiyöz bir süreçten 

kaynaklanır; bu duruma Addison hastalığı da denir. Primer AY, adrenal korteksin 

progresif yıkımından kaynaklanır. Klinik belirtiler en az %80 adrenal parankimin 

kaybedilmesi durumunda ortaya çıkar. Başlangıçta bazal kortizol salgısı normaldir 

ancak stres tepkisi yetersizdir. Erken aşamada herhangi bir stres steroid talebini 

artırarak akut adrenal krize yol açabilir. Hormon salgısı, progresif yıkıma paralel 

olarak azalır ve bu da klinik belirtilerin zamanla ortaya çıkmasına neden olur. Azalan 
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kortizol seviyeleri, melanosit uyarıcı hormon (MSH) seviyelerinin artmasına yol açar. 

Artan MSH, melanosit hücrelerindeki melanokortin 1 reseptörüne bağlanarak, açık 

pigment olan feomelanin yerine kahverengi veya siyah pigment olan eumelanin 

üretimini tetikler. Yeni başlayan hastalarda bu pigmentasyon değişiklikleri mevcut 

olmayabilir. Ayrıca, MC eksikliği su ve elektrolit dengesizliklerine ve hipotansiyona 

yol açar.  Bez atrofisi ayrıca adrenal seks steroidlerinde eksikliğe de neden olur (13, 

15).  

 

2.6.3. Santral adrenal yetmezlik 

     Santral AY genel prevalansı, milyonda 150 ile 280 vaka arasında değişmektedir 

(13). Santral AY’in başlıca nedenleri arasında: uzun süreli glukokortikoid tedavisinin 

kesilmesine bağlı olarak gelişen geçici izole ACTH eksikliği; glukokortikoid tedavisi 

gören annelerden doğan bebeklerde CRH salınımının baskılanması; beyin hasarı 

(örneğin, kraniyal radyasyon, beyin tümörü, beyin kanaması, beyin cerrahisi) ve 

infiltratif hastalıklar (hipofizit, Langerhans hücreli histiyositoz, sarkoidoz, 

hemokromatoz) yer almaktadır. Genetik nedenler: İzole ACTH eksikliği, TBX19 

genindeki otozomal resesif mutasyonlarla ilişkilidir. Doğumsal çoklu hipofiz hormonu 

eksikliği ise GLI1, HESX1, LHX3, LHX4, SOX3, SOX2 ve OTX2 genlerindeki 

mutasyonlarla bağlantılıdır. GLI1 eksikliği holoprozensefali ve diş anormallikleri ile, 

HESX1 eksikliği septo-optik displazi ile, LHX3 eksikliği ise işitme kaybı ve kısa sert 

boyun ile ilişkilidir. SOX3 ve OTX2 genlerindeki eksiklikler anoftalmiye yol açabilir. 

POMC eksikliği, POMC genindeki otozomal resesif mutasyonlar nedeniyle obezite ve 

kızıl saç ile ilişkilidir. Prohormon konvertaz eksikliği ise PCSK1 genindeki otozomal 

resesif mutasyonlardan kaynaklanır ve obezite, hipoglisemi ve hipogonadotropik 

hipogonadizm gibi özelliklerle ilişkilidir (5).   

      Santral AY, tek başına ACTH eksikliği ile sınırlı kalmayıp, diğer hipofiz 

hormonlarının eksiklikleri ile görülebilir. Örneğin, tiroit uyarıcı hormon, büyüme 

hormon, luteinizan hormon veya folikül uyarıcı hormon gibi hormonların 

yetersizliği, Santral AY ‘e eşlik edebilir. Bu nedenle, hipofiz bezinin birden fazla 

fonksiyonunu etkileyen yaygın bir hipopituitarizm tablosu gelişebilir (16).  
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2.6.4. Santral adrenal yetersizliğin klinik tablosu ve semptomları 

     Santral AY’in klinik tablosu, hastalığın ilerleyişine ve hormon eksikliklerinin 

derecesine bağlı olarak değişkenlik gösterebilir. Bazı hastalar belirgin semptomlar 

göstermeyebilir ve Santral AY, tesadüfen tespit edilebilir. Bu genellikle hafif veya 

erken evrelerdeki hastalarda görülür (17).  

     Santral AY durumunda, hipofiz veya hipotalamik tümörlerin varlığı, hastalarda baş 

ağrısı, bulantı, kusma, görme bozuklukları, büyüme geriliği ve gecikmiş ya da erken 

ergenlik gibi çeşitli belirtilere yol açabilir. Bu tür tümörler, optik sinirlere baskı 

yaparak görme alanı kayıplarına neden olabilirken, aynı zamanda hipofizin diğer 

fonksiyonlarını da bozabilir. Eğer birden fazla hipofiz hormonu eksikse, bu durum " 

Birleşik çoklu hipofiz hormonu eksikliği " olarak adlandırılır ve klinik tablo, eksik 

olan hormonların sayısı ve şiddeti ile doğrudan ilişkilidir. Örneğin, bu tür hastalarda 

büyüme geriliği, tiroid fonksiyon bozuklukları gibi semptomlar görülebilir. 

     Yenidoğanlarda ACTH eksikliği, ciddi hipoglisemi ve nöbetlerle kendini 

gösterebilir ve bu çocuklar, yeterli glukokortikoid üretiminin olmaması nedeniyle 

stresle başa çıkmakta zorlanabilirler, bu da potansiyel olarak yaşamı tehdit eden 

komplikasyonlara yol açabilir. Çocukluk döneminde ise, büyüme geriliği Santral AY' 

in önde gelen belirtilerinden biridir. 

     Primer AY’ dan farklı olarak, Santral AY’da aldosteron üretimi korunur. Bu 

nedenle, Primer AY' da yaygın olan hiperkalemi Santral AY’da genellikle görülmez. 

Aldosteron üretimi, renin-anjiyotensin sistemi tarafından düzenlendiği için, ACTH 

eksikliği bu hormonun üretimini etkilemez. 

     Santral AY’ da POMC ile ilişkili peptitlerin üretiminde azalma meydana gelebilir, 

bu da ciltte hiperpigmentasyon yerine solukluk veya cilt renginde açılmaya neden 

olabilir. Adrenal androjen salgılanması da ACTH kontrolü altında olduğundan, santral 

adrenal yetmezliği olan bireylerde adrenal androjen eksikliğiyle birlikte pubik ve 

aksiller kıllanmanın azalması görülebilir. 

     Ek olarak, Santral AY ’de kronik yorgunluk, kilo kaybı, kas güçsüzlüğü, iştahsızlık 

ve hipotansiyon gibi nonspesifik semptomlar da ortaya çıkabilir. Bu semptomlar, 
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adrenal kortizol üretiminin yetersizliğiyle ilişkilidir ve hastaların genel yaşam 

kalitesini olumsuz etkileyebilir (17).  

 

2.7. HPA ekseninin değerlendirilmesi ve dinamik testler 

     HPA ekseni sirkadyen ritmi gösterir. Kortizol salgısı sabahları zirveye ulaşır, bu 

nedenle sabah düşük kortizol seviyeleri adrenal yetersizliğinin tanısında önemli 

olabilir. Ancak, sabah kortizol ölçümlerinin geniş bir değişkenlik göstermesi 

nedeniyle, sabah serum ve tükürük kortizol seviyelerinin değerlendirilmesi, genellikle 

yetersiz olabilir. Bu sınırlamayı aşmak için, HPA ekseninin fonksiyonunu 

değerlendirmek üzere çeşitli provokatif testler geliştirilmiştir. Bu testler, HPA 

ekseninin farklı seviyelerini ve yanıtlarını test etmek için tasarlanmıştır (18).  

Dinamik test kullanılırsa, steroid ölçümlerinde interferansı önlemek için herhangi bir 

glukokortikoid tedavisini en az 24 saat beklettikten sonra yapılmalıdır (19).  

 

2.7.1. İnsülin tolerans testi  

     İnsülin stres testi (ITT), bazıları tarafından hem HPA ekseninin rezervinin 

değerlendirilmesi için altın standart olarak kabul edilmektedir.  

     Test sabahı hastalara intravenöz bolus olarak çözünür insülin (0.1 IU/kg) uygulanır. 

Hipoglisemi sağlanana kadar (kan şekeri <2 mmol/L, 40 mg/dL) glukoz düzeyleri her 

5 dakikada bir ölçülür. Kortizol düzeyleri, 0., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda alınan 

kan örnekleri ile ölçülür. İki ardışık kan şekeri ölçümünün 2 mmol/L veya altında 

olması durumunda, normoglisemi sağlamak amacıyla 50 g oral glukoz verilir. 

Biyokimyasal hipoglisemi (<2.2 mmol/L) (<40 mg/dL) sağlanamayan hastalarda test, 

ertesi gün artmış insülin dozu ile tekrar yapılır (5, 14, 17, 20).   

      ITT'ye uygun kortizol yanıtı, maksimum plazma kortizol seviyesinin 500 

nmol/L'nin (>18 µg/dL) üzerinde olması ve semptomatik hipogliseminin (<2.2 

mmol/L) (<40 mg/dL) görülmesi ile tanımlanır (20, 21).  
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Test rahatsız edici olup, riskleri de vardır. Bilinç kaybı, nöbetler, dirençli hipoglisemi, 

glukoz infüzyonuna bağlı olarak hipokalemi, miyokard enfarktüsü ve ölüm bu testin 

bilinen komplikasyonlarındandır. Bu nedenle, mutlaka deneyimli hekimlerin 

gözetiminde ve deneyimli merkezlerde yapılması uygundur. Ayrıca, çocuklarda 

uygulanması zor ve genellikle tercih edilmez. Test, genellikle tanısı daha basit 

yöntemlerle konulamayan hastalarda kullanılmaktadır (5, 13, 14, 17).     

 

2.7.2. Metirapon stimülasyon testi 

      Bu test genellikle adrenal yetersizlik veya Cushing sendromu gibi durumların 

teşhisinde kullanılır.  Metirapon, kortizol sentezini azaltan bir 11-hidroksilaz 

inhibitörüdür ve adrenal bezlerde kortizol üretimini geçici olarak baskılayarak ACTH 

salınımı üzerindeki negatif geri bildirimini kaldırır. Amaç vücudun kortizol 

kapasitesini ve hipofiz bezi ile adrenal bezlerin yanıtını değerlendirmektir (5, 22).    

     Metirapon testi, genellikle Santral AY şüphesi olan ve ACTH stimülasyon testinde 

normal sonuçlar gösteren hastalarda tercih edilmektedir. Ancak, metiraponun 

bulunabilirliği sınırlı olup, aynı zamanda adrenal krize neden olma riski taşıdığı için 

bu testin kullanımı zor olabilir. Ayrıca, metirapon dünya genelinde (örneğin, ABD'de) 

mevcut değildir ve Endokrin Derneği'nin kılavuzlarında hipopituitarizm için 

metirapon testi yer almamaktadır. Türkiye'de de metirapon testi tercih edilmemektedir. 

Bu nedenle, metirapon testinin Santral AY teşhisindeki rolünü değerlendirmek için 

daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir (14).  

 

2.7.3. Glukagon stimülasyon testi 

     Bu test iskemik kalp hastalığı veya epilepsisi olan ve ITT'nin yapılamadığı 

hastalartda alternatifi olarak geliştirilmiştir. Glukagon stimülasyon testi (GST), 30 

µg/kg'ye kadar olan dozlarda i.m. glukagon uygulamasıyla, her 30 dakikada bir 180 

dakika süresince kortizol ölçümleri yapılmasını içerir. Testte kortizol değerinin >16-

18 µg/dL olması normal kabul edilmektedir (5, 17, 22).       
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2.7.4. ACTH Stimülasyon Testi 

     ACTH stimülasyon testi, adrenal yetmezliği değerlendirmek için en sık kullanılan 

tanı testidir. Bu testte, sentetik kosintropin veya tetracosactrin olarak bilinen ACTH 1-

24 kullanılarak adrenal bezlerin uyarılması sağlanır. Kosintropin, adrenal korteksin 

kortizol üretim kapasitesini ölçmek amacıyla uygulanır. (18)  Yüksek doz ACTH 

stimülasyon testi (Standard doz test veya HDT), genellikle açlık şartı olmadan 

uygulanır, ancak sıklıkla açlık ve sabah saatleri tercih edilir. Testte, 250 µg ACTH 

intravenöz (IV) yoluyla uygulanır; ardından kortizol düzeyleri, uygulamadan önce ve 

30-60 dakika sonra ölçülür. HDT, adrenal bezleri uyarmak için yeterli olan yüksek 

dozda ACTH dozlarını kullanır, böylece yanlış negatif sonuçlara yol açar.  

 

Düşük doz ACTH stimülasyon testi (LDT) (1 µg) bu endişeye uygun bir çözüm 

olduğu düşünülmektedir. LDT, 2 yaşından büyük çocuklarda daha duyarlı bir birinci 

basamak test olarak tanıtılmıştır (5).  

1 µg dozun adrenal yanıtı indüklemek için en düşük doz olduğu bilinmektedir, çünkü 

0,6 veya 0,8 µg, sağlıklı kontrol grubunda kortizol seviyelerini artıramamıştır (14).  

   Avrupa Endokrinoloji Derneği (EES) ve Endokrin Derneği Ortak Klinik Kılavuzu'na 

(ESCCG) göre, primer ve santral adrenal yetmezikte, teste bağlı olarak 30 veya 60 

dakikada tepe kortizol seviyesinin <500 nmol/L (<18.1 μg/dL) olması, adrenal 

yetmezliğin göstergesi olarak kabul edilir (19).  

Türkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Derneği Adrenal ve Gonadal Hastalıklar 

Kılavuzu’na göre ACTH stimülasyon testlerinde, kortizol düzeyinin herhangi bir anda 

18-20 µg/dL’nin üzerinde olması genellikle yeterli bir yanıt olarak kabul edilir. 

Bununla birlikte, bazı çalışmalar, en az 7 µg/dL’lik bir artış veya başlangıç değerinin 

iki katı kadar bir artışın beklenmesi gerektiğine dair veriler sunmaktadır (22).  

     Bazı yazarlar, 30 dakikada LDT için maksimum yanıtın elde edildiğini ve ardından 

kortizol seviyelerinin azalmaya başladığını bildirmişlerdir. Ancak, SDT 

kullanıldığında hem sağlıklı kontrollerde hem de bilinen bozulmuş HPA ekseni olan 

hastalarda, 30 ile 60 dakika arasında hala belirli bir kortizol artışı gözlemlenmiştir (14).  
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      Düşük doz testi, standart yüksek doz testine göre avantajlara sahip olabilir. 

Özellikle, yakın zamanda başlayan ACTH yetmezliği (sekonder adrenal yetmezlik) ve 

kronik kısmi hipofiz ACTH yetmezliği gibi durumlar için düşük doz testi tercih 

edilebilir. 

     Düşük doz kortikotropin uyarım testinin, santral adrenal yetersizliğin tanısında 

yüksek doz testine göre daha yüksek hassasiyet sağladığı gösterilmiştir (23).  

       Ayrıca, düşük konsantrasyonlu çözeltinin seyreltilmesi ve saklanması kritik 

öneme sahiptir. Ancak, seyreltilmiş tetrakosaktidin (%0,9 tuzlu suda 1 µg/mL) 2–8°C 

sıcaklıkta 60 gün süreyle stabil olduğu rapor edilmiştir (24).  

1 µg sinachten stimülasyon testi için bildirilen en fazla 10 seyreltme yöntemi 

bulunmaktadır, bu da doz varyasyonuna (0.8 µg'ye kadar) ve dolayısıyla yanlış 

sonuçlara, potansiyel olarak önemli klinik sonuçlara neden olabilir (14).  

HPA eksenini değerlendirmek için kullanılan mevcut testler genellikle serumda total 

kortizol düzeylerine odaklanır. Ancak, doku yanıtı için kritik öneme sahip serbest 

kortizol düzeylerinin ölçümü çoğu testte göz ardı edilmektedir. Bu durum, HPA 

ekseninin işlevsel kapasitesini değerlendirmede tanısal doğruluğun sınırlı kalmasına 

yol açabilir. Bu nedenle, HPA ekseninin işlevini daha doğru ve kapsamlı bir şekilde 

belirleyebilecek daha güvenilir ve hassas testlere ihtiyaç duyulmaktadır (11).  

 

2.8. Santral adrenal yetmezliğin tedavisi 

    Santral adrenal yetmezlik tanısı almış hastalar ömür boyu GC yerine koyma tedavisi 

almalıdır ve bu tedavinin temel amacı, sirkadiyen kortizol ritmini mümkün olduğunca 

taklit etmektir. Ancak mevcut oral GC formülasyonları, bu ritmi fizyolojik olarak 

yeterince taklit edememektedir. Bu nedenle, tedaviye rağmen hastaların tam iyilik hali 

genellikle sağlanamaz ve yaşam beklentisi azalabilir (25).  

     Son araştırmalar, günlük kortizol üretim hızının vücut yüzey alanı başına 5-10 mg 

olduğunu gösterdi, bu da önceki tahminlerden daha düşüktür. Geleneksel olarak 30 

mg/gün olarak belirlenen hidrokortizon (HC) dozu, bu bulgular ışığında 

suprafizyolojik bulunmuştur. 25 mg/gün' den fazla HC kullanımı, özellikle 
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kardiyovasküler hastalık riskini artırarak %44'e varan artmış mortaliteyle 

ilişkilendirilmiştir. Non-fonksiyonel hipofiz adenomu olan Santral AY hastalarında, 20 

mg/gün'den fazla HC kullanımı da artmış mortalite riskine neden olmuştur. Kısa yarı 

ömürlü GC’ler (HC ve kortizon asetat) adrenal yetmezlik tedavisinde genellikle daha 

uzun yarı ömürlü GC’lere (prednizolon, deksametazon) tercih edilir.  

     Son zamanlarda geliştirilen çift salınımlı HC preparatları, santral adrenal yetmezlik 

anısı almış hastalarda tedaviyi iyileştirerek sirkadiyen kortizol ritmine daha yakın bir 

serum profili sağlamaktadır. Primer adrenal yetmezlikte, bu yeni formülasyonlar 

glukoz metabolizmasını iyileştirir, kardiyovasküler risk faktörlerini (kilo, bel çevresi, 

kan basıncı, kolesterol) düzeltir ve tekrarlayan enfeksiyonları azaltır. Ancak, santral 

adrenal yetmezlik durumunda metabolik parametreleri iyileştirmek için çift salınımlı 

HC kullanımını destekleyen yeterli veri henüz bulunmamaktadır (14).  

 

2.9. TÜKÜRÜK  

     Tükürük, genellikle göz ardı edilen ancak hayati öneme sahip bir vücut sıvısıdır. 

Mandel (1990), tükürüğün, kanın dramatik etkisi, terin içten doğası ve gözyaşlarının 

duygusal cazibesine kıyasla daha mütevazı bir vücut sıvısı olarak görüldüğünü, ancak 

çok yönlü işlevleri sayesinde vazgeçilmez bir biyolojik role sahip olduğunu ifade 

etmiştir (26).  

2.9.1.Tükürük sentezi ve regülasyonu  

     Tükürük bezleri üç ana çiftten oluşur: parotis, submandibular ve sublingual. Ayrıca, 

ağızda dudak, yanak, damak, dil ve retromolar bölgelerde bulunan 600 ila 1000 küçük 

tükürük bezi de vardır. Tükürük, bu büyük ve küçük bezlerden gelen salgılar ile dişeti 

sıvılarından oluşur ve bu birleşim, tükürüğün kapsamlı işlevsel özelliklerini sağlar 

(27).  

      Tükürük bezleri, nöral sistem ve gastrointestinal hormonlar tarafından düzenlenir 

ve tükürük akışı, bezlerin farklı türdeki uyarılara bağlı olarak değişir.  

     Tükürüğün işlevleri arasında dişleri koruma, konuşma, çiğneme yardımı, sindirim 

ve dengeli bir mikrobiota sağlama bulunur. 
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     Tükürüğün kıvamı, bezlerin türüne göre farklılık gösterir. Parotis bezinden 

salgılanan tükürük daha ince ve sıvı haldeyken, submandibular ve sublingual 

bezlerden ile küçük mukozal bezlerden gelen tükürük, glikoproteinler açısından 

zengin olduğu için daha yoğun ve yapışkan olur (27).  

 

 

Şekil 2.8. Tükürük bezleri 

2.9.2. Parotis bezi 

     Parotis bezleri vücuttaki en büyük tükürük bezleridir ve kulakların önünde, 

mandibula ramusunun arkasında yer alırlar. Parotis bezinin sekresyonları ağız 

boşluğuna Stensen kanalı aracılığıyla ulaşır ve bu kanal, üst ikinci molar dişin 

hizasında ağız içine açılır. Parotis bezlerinden salgılanan tükürük seroz özelliktedir 

(27).  

2.9.3. Submandibular bezi 

     Submandibular bez, parotis bezinin yaklaşık yarısı kadar büyüktür ve mandibulanın 

alt kısmında yer alır Her bezden çıkan Wharton kanalı, ağzın alt kısmından geçer ve 

dilin ön kısmının altına açılır. Salgısı, mukozal ve seroz sıvıların karışımından oluşur 

(27).  

2.9.4. Sublingual bezi 

     Sublingual bez, büyük tükürük bezlerinin en küçüğüdür ve dilin ön kısmının altında 

bulunur. Sublingual bezden 8-20 küçük kanal ağız içine açılır ve bu kanallardan 

bazıları submandibular bezin kanalıyla birleşir. Sublingual bezin bazı salgıları 



20 
 

Wharton kanalı aracılığıyla, geri kalanları ise dilin altındaki Bartholin kanalları 

aracılığıyla ağız boşluğuna ulaşır. Bu bez genellikle mukozal salgılar üretir (26).  

2.9.5. Küçük tükürük bezleri 

     Küçük tükürük bezleri, ağız içinde yaygın olarak bulunur ve birkaç türü vardır. 

Bukkal ve labial bezler hem mukozal hem de seroz sıvılar üretir. Palatal ve 

palatoglossal bezler sadece mukozal sıvı üretir. Lingual bezler de mukozaldır, ancak 

Von Ebner bezleri seroz sıvı üretir ve dilin arka tarafındaki papillaların çevresindedir 

(27).  

2.9.6. Tükürük oluşumu 

     Tükürük, tükürük bezlerinde seroz ve mukozal hücrelerin farklı sıvılar üretmesiyle 

oluşur. Bu sıvılar kandan başlar, bezlerin içinde değişir ve sonunda ağız içine salınır. 

Tükürük kanalları sıvının içeriğini değiştirir ve hipotonik hale getirir (27).  

2.9.7. Tükürük bileşenleri, pH değeri ve üretim oranları 

     Tükürük %99 su içerir ve sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, bikarbonat 

[HCO₃⁻], fosfatlar, immünoglobülinler, proteinler, enzimler, mukinler, üre ve amonyak 

gibi bileşenler içerir. Normal pH'ı 6-7 arasında değişir, düşük akışta 5,3 ve yüksek 

akışta 7,8'e kadar çıkabilir. Günlük tükürük üretimi yaklaşık 0,6 litre civarındadır. 

Uyarılma durumunda, parotis bezlerinin katkısı %50-70'e çıkar ve bu değişim 

tükürüğün bileşimini etkiler (26, 28).  

2.9.8. Tükürük Bezlerinin Sinirsel Düzenlenmesi    

    Tükürük salınımı, genellikle tat ve çiğneme gibi uyarılarla tetiklenir ve sinir sistemi 

aracılığıyla tükürük bezlerine iletilir. Bu süreç, G-protein bağlı reseptörler üzerinden 

düzenlenir. Tat ve çiğneme başlıca tetikleyiciler olsa da yiyeceklerin görünüşü, kokusu 

ve   düşünülmesi gibi faktörler de salınımı etkileyebilir. 

     Parasempatik sinirler, yüz siniri (VII. kranial sinir) ve glossopharyngeal sinir (IX. 

kranial sinir) aracılığıyla tükürük bezlerine sinyaller gönderir. Bu sinyaller, 

submandibular ve otik ganglionlar üzerinden asinar hücrelerde asetilkolin (ACh) 

salgısını tetikler, bu da tükürük üretimini artırarak salınımı teşvik eder. 
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    Sempatik sinirler ise spinal korddan köken alarak servikal ganglionlarda sinaps 

yapar ve norepinefrin salgısını uyarır. Norepinefrin, tükürüğün daha az su ve daha fazla 

protein ya da enzim içeren bir formda olmasını sağlar, bu da tükürük bezlerinin 

fonksiyonlarını düzenler (27).  

 

2.10. Tükürük kortizol ölçümü 

     Tükürük kortizolü ilk olarak 1978 yılında doğrudan radyoimmunoassay yöntemi ile 

ölçülmüştür. Bu amaçla otomatik serum kortizol immünoassayları uyarlanmış olsa da, 

yüksek kortizon konsantrasyonları nedeniyle antikor çapraz reaksiyonları özgüllük 

açısından sınırlamalara yol açmaktadır. Ayrıca, geç gece tükürük kortizol seviyeleri 

genellikle ölçüm limitlerine yakın veya altında olabilir, bu da testin hassasiyetini 

etkileyebilir. 2003 yılında, tükürük kortizol ölçümü için ilk kez LC-MS/MS testi 

tanıtılmıştır ve bu yöntem, mevcut yöntemlere kıyasla daha iyi bir özgüllük 

sağlamıştır. O zamandan beri, LC-MS/MS'nin hızlı ve yüksek verimli hizmet sağlama 

kapasitesi önemli ölçüde artırılmıştır ve birçok başarılı test geliştirilmiştir. Ancak, 

tükürük kortizol ölçümünün yaygın kullanımı, standartlaşmamış testler ve geçerli 

referans aralıklarının eksikliği nedeniyle hala sınırlıdır (27).  

 

2.10.1. Tükürük kortizol ölçümünün avantajları 

    Tükürük örneklerinde kortizol ölçümü stres olmadan toplanabilmesi nedeniyle 

özellikle avantajlıdır. Bu yöntem, örnek toplama sürecinin kolaylığı, damar delme ile 

ilişkili stresten kaçınma gibi önemli avantajlar sunar (29).  

Tükürük kortizolü, serum albümini ve CBG’nin tükürük hücrelerinin zarından 

geçemeyecek kadar büyük olması nedeniyle biyolojik olarak aktif serbest kortizol 

seviyelerini yansıtır. Tükürük kortizolü ayrıca 24 saatlik süre boyunca serum serbest 

kortizol ile yakından ilişkilidir, bu da tükürük kortizol testlerinin sirkadiyen ritmi 

değerlendirmek için kullanılabileceğini gösterir (30,31).  

     Tükürük kortizolü, 1980'lerden beri adrenal fonksiyonu değerlendirmek için 

kullanılmaktadır. Geç saatlerde tükürük kortizol ölçümleri artık Cushing sendromunu 
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teşhis etmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. Buna karşılık, tükürük kortizolünün 

AY için kullanımı daha az yaygındır (32).  

 

2.10.2. Tükürük kortizol testlerinde toplama yöntemlerinin rolü 

    Tükürük toplama tekniği, tükürük kortizol testlerindeki farklılıklara katkıda 

bulunabilir. Tükürük genellikle pasif damlama veya emici pamuklu pedlerle (örneğin, 

Sarstedt Salivette) toplanır. Pamuklu pedlerden kortizol kurtarma miktarı, diğer 

toplama yöntemlerinden farklı olabilir, bu nedenle toplama tekniği test sonuçlarını 

etkileyebilir. Testlerin geliştirilmesi sırasında toplama cihazının değerlendirilmesi 

önemlidir. Örnek toplama sırasında kan kontaminasyonu ve sigara içme, yanlış yüksek 

kortizol konsantrasyonlarına yol açabilir. Bu nedenle, pembe tükürüklerin analizinden 

kaçınılmalı ve çoğu yazar, tükürüğü yemek, içmek veya diş fırçalamadan en az 30 

dakika sonra toplamayı önerir, ancak bu yaklaşımı destekleyen kanıtlar sınırlıdır (10).  

 

2.10.3. Tükürük kortizol ölçümünün serum kortizol ölçümlerine göre 

avantajları 

• Hastalar örneklemeni evde kendi başlarına yapabilirler.  

• Test, plazma proteinlerindeki değişikliklerden etkilenmez. Taşıyıcı proteinlerin 

anormal seviyelerinin serum kortizol seviyelerinin yorumlanmasını 

zorlaştırdığı durumlarda bu test uygun olabilir (13).  

• Tükürükte kortizol ölçümü, strese neden olmaması ve non-invaziv olması 

adrenal fonksiyonun değerlendirilmesi için pediatrik yaş grubunda önceliklidir. 

 

2.10.4. Tükürük kortizol ölçümünde çapraz reaktivite ve LC-MS/MS 

    Tükürükteki çok düşük kortizol düzeylerinin belirlenmesinde başlıca kısıtlama, 

immun analizlerlerde eksojen glukokortikoidler ve endojen kortizol öncüleri ile 

metabolitlerinin çapraz reaktivitesidir. LC-MS/MS, ilgili steroidler tarafından 

meydana gelen çapraz reaktiviteyi ortadan kaldırmak için gereken özgüllüğü sağlar. 
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LC-MS/MS ile tükürük kortizol ölçümlerine dair raporlar olmasına rağmen, bunun 

HPA ekseni endokrin uyarı testlerinde kullanımı henüz yaygın değildir (30).  

Kortizol ölçümünde ana sorunlardan biri, sabahları hem serum hem de tükürükte 

kortizol düzeylerinde geniş değişkenliktir. Bu nedenle, HPA ekseni yetersizliği şüphesi 

varsa, bazı yazarlar bazal kortizol konsantrasyonlarını ölçmek yerine Sinachten testini 

önermektedir (11).  

 

2.11. Kütle Spektrometresi  

     Kütle spektrometerisi, 1912'de Sir J.J. Thomson'ın ilk kütle spektrometresini 

geliştirmesiyle başlamıştır. Thomson, bu ilk cihazla oksijen, azot ve karbon gibi türlere 

ait kütle spektrumları elde etmiştir. Bu tarihten itibaren birçok kütle spektrometresi 

geliştirilmiş ve günümüzdeki cihazlar farklı enstrümantasyon konfigürasyonlarına 

sahip olarak çeşitlenmiştir (33).  

Kütle spektrometrisi (MS) yöntemi, örneğin buharlaştırılarak gaz fazına 

geçirilmesi, ardından iyonize edilmesi ve oluşan iyonların kütle/yük (m/z) oranlarına 

göre ayrılması prensiplerine dayanır. MS, özellikle karmaşık karışımların 

karakterizasyonunda ve ultra düşük konsantrasyonlardaki bileşiklerin tespitinde 

olağanüstü hassasiyet ve seçicilik sunar. Cihaz, numune giriş sistemi, iyon kaynağı, 

vakum sistemi, kütle analizörü, dedektör ve bilgisayar gibi birbiriyle uyumlu 

bileşenlerden oluşur ve elde edilen spektrum verileri kapsamlı analizler için kullanılır. 

 

2.11.1. Numune girişi  

    İğne, örneği taşımak için merkezi bir kanala sahiptir. Bu kanal, sıvıyı sıvı 

kromatografisinden alıp, kütle spektrometresi iyonizasyon kaynağına iletir.  

 

2.11.2. İyon kaynağı  

    MS sistemine giren numune moleküllerine ilk olarak iyonlaştırma işlemi uygulanır; 

yani, iyon kaynağında iyonlar üretilir. İyonlaştırma basamağında molekülün fiziksel 
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özelliklerine ve iyonlaşma enerjisine bağlı olarak farklı iyonlaştırma teknikleri 

uygulanabilir. İyonlaştırma sırasında hem pozitif hem de negatif yüklü iyonlar 

oluşmakta ancak pozitif olanlar çoğunlukta olup analitik tekniklerde her ikisi de 

kullanılmaktadır. 

   MS’ de kullanılan çeşitli iyonizasyon teknikleri vardır: elektron iyonizasyon (EI), 

kimyasal iyonizasyon (CI), elektro sprey iyonlaştırması (ESI), matriks yardımlı 

desorbsiyon iyonlaştırma (MALDI), atmosferik basınç iyonizasyonu (API), 

atmosferik basınç kimyasal iyonizasyonu (APCI), atmosferik basınç foto-iyonizasyon 

(APPI) teknikleridir (33).  

 

2.11.2.1. Elektrosprey iyonlaştırması  

    Elektrosprey İyonizasyonu (ESI), 1980'lerin ortalarında Fenngrup tarafından 

geliştirilmiş ve sonrasında çeşitli araştırma grupları tarafından sistemin sağlamlığını 

artıracak şekilde modifiye edilmiştir. Atmosferik basınçta iyonizasyon sağladığı için, 

ESI, atmosferik basınç iyonizasyonu (API) olarak da adlandırılır. ESI, analiz edilen 

moleküllerin çözeltiden kütle spektrometresine minimum parçalanma ile transfer 

edilmesini sağlar. 

    Sıvı örnek, kapiller iğne aracılığıyla cihazın giriş noktasına iletilir. Paslanmaz 

çelikten yapılan bu iğne, yaklaşık 4000 voltluk sabit bir voltajla çevrilidir; bu voltaj 

damlacıkları iyonlaştırır ve çıkan partiküller yüklü moleküler iyonlara dönüşür. 

Uygulanan yüksek voltaj, sıvıyı küçük, yüklü damlacıklara dönüştürür ve bu 

damlacıklar kapiler iğne ucu tarafından püskürtülür. Püskürme sırasında damlacıklar 

havada çözücünün buharlaşması ve çevre sıcaklığı nedeniyle küçülür ve yük 

yoğunluğu artar. Artan yük yoğunluğu Coulomb patlamasına neden olarak 

damlacıkların daha küçük parçalara ayrılmasını sağlar. Sonuç olarak, iyonize olmuş 

moleküller gaz fazına geçer ve serbest kalır (34, 35, 36).  

    ESI, özellikle polar bileşenlerin ve çözeltideki iyonların hassas bir şekilde iyonize 

edilmesini sağlar. Klinik kütle spektrometrisinde geniş bir kullanım alanına sahiptir ve 

büyük molekülleri (örneğin, 1000 Da'dan büyük) analiz etmek için çeşitli türlerde 
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yüklü iyonlar üretebilir. Ancak, APCI’ye göre matris etkilerine, yani diğer bileşenlerin 

iyonlaşmayı etkileyebilmesine, daha duyarlı olabilir (37).  

 

 

    Şekil 2.9. Elektrosprey iyonizasyon mekanizması. 

 

 

2.11.2.2. Nanoelektrosprey İyonizasyonu (NanoESI) 

    NanoESI, elektrosprey tekniğinin bir uzantısı olarak geliştirilmiş ve 1996 yılında 

Wilm ve Mann tarafından tanımlanmıştır. Bu yöntem, çok küçük çaplı açıklıklar 

kullanarak 1-2 μm çapında yüklü damlacıklar üretir. Sıvı numune, çok düşük bir akış 

hızında bir kapiller uçtan geçirilir, bu da çözeltinin çok küçük damlacıklar haline 

gelmesini sağlar. Bu damlacıklar, bir elektriksel alan altında iyonize edilir. 

    NanoESI'nin tercih edilmesinin başlıca nedenleri arasında yüksek iyonizasyon 

verimliliği, numunede parçalanma olmaması ve büyük moleküllerin etkili bir şekilde 

iyonize edilmesi yer alır. Ayrıca, düşük akış hızları kullanarak numune tüketimini 

azaltır ve hassas analizlere olanak sağlar (38).  

 

2.11.2.3. Atmosferik basınç kimyasal iyonizasyonu  

   APCI (Atmosferik Basınç Kimyasal İyonizasyonu), Sıvı Kromatografi 

sisteminden gelen “elüent”in aerosolünü oluşturmak için ısı ve bir nebülizasyon gazı 

kullanır. ESI’nin aksine, iyonlar çözeltide veya sıvı fazında değil, gaz fazında 

oluşturulur. Bu, aerosol içindeki çözücü moleküllerini ve analiz edilen bileşenleri 
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iyonize etmek için yüksek voltaj uygulanan bir korona deşarjı (bir iğne) kullanılarak 

gerçekleştirilir. 

   Sıvı örnek, ilk olarak ince bir akış halinde ısıtılmış bir iğne aracılığıyla püskürtülür. 

Bu iğne genellikle 400°C veya daha yüksek sıcaklıklarda çalışır, bu da sıvının 

buharlaşmasını sağlar. Buharlaşan örnek, gaz fazına geçer ve APCI iyonizasyon 

bölmesine girer. Burada, yüksek voltaj altında çalışan korona iğnesi çevredeki gaz 

moleküllerini (genellikle hava veya azot) iyonlaştırır. Bu işlem, gaz moleküllerini 

pozitif yüklü iyonlara veya serbest radikallere dönüştürür. İğne tarafından üretilen bu 

reaktif iyonlar, genellikle H₃O⁺ (hidronyum iyonu), N₂⁺ (azot iyonu) ve O₂⁺ (oksijen 

iyonu) gibi türlerdir. Bu iyonlar, buharlaşmış analit molekülleriyle çarpışarak 

protonasyon adı verilen bir reaksiyonla analit molekülüne bir proton (H⁺) verir. Bu 

şekilde analit, pozitif yüklü bir iyon haline gelir ve [M+H] ⁺ olarak iyonize olur. 

İyonize edilmiş analit molekülleri daha sonra kütle spektrometresi tarafından analiz 

edilir. 

    APCI, özellikle polar olmayan metabolitlerin iyonizasyonu için uygundur. Bu 

yöntemin kullanıldığı klasik örnekler arasında fosfolipitler, yağ asitleri, steroller, 

steroidler, bazı esterler ve uçucu yağlar gibi bileşiklerin analizi yer alır. APCI, 

genellikle ESI’ye kıyasla matris etkilerine (iyon baskılama dahil) daha az duyarlıdır 

ve az polar bileşenler için daha iyi hassasiyet sağlayabilir. Ancak, APCI’nin bazı 

sınırlamaları da vardır: Genellikle yalnızca tek yüklenmiş iyonlar oluşur, bu da analiz 

edilebilecek kütle aralığını sınırlar. Ayrıca, termal olarak hassas bileşenler için uygun 

olmayabilir ve ESI’ye göre genellikle daha düşük sinyal verir (37).  

 

2.11.2.4. Matriks yardımlı desorbsiyon iyonlaştırma (MALDI) 

    Lazer ışını kullanarak numunelerin iyonize edilmesini sağlayan bir kütle 

spektrometrisi tekniğidir. Bu yöntemde, numune molekülleri UV ışığını emen bir 

matris malzemesi ile karıştırılır. Matris, numune moleküllerinden çok daha fazla 

bulunur ve karışım, küçük damlacıklar halinde hedef plakaya uygulanarak kurutulur. 

Kurutma sonrası sıvı buharlaşır ve matris içinde gömülü numune molekülleri kalır. 

Katı çözeltinin büyük parçaları, vakum altında yoğun lazer darbeleri ile hedef alınır. 
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Lazer ışını, matris moleküllerini uyararak ısı birikimine yol açar ve bu da analit 

moleküllerinin iyonlaşmasını sağlar. Vakum altında gerçekleşen bu süreçte oluşan 

iyonlar, kütle analizörüne doğru hızlandırılır. 

MALDI, 300.000 Da'ya kadar olan büyük biyomoleküllerin (örneğin, proteinler ve 

DNA) analizinde etkili bir yöntemdir (33).  

 

2.11.2.5. Elektron iyonizasyonu  

    Elektron iyonizasyonu (EI) tekniği, Dempster tarafından 1918-1921 yılları arasında 

geliştirilmiş ve "elektron darbesi" olarak adlandırılmıştır. Daha sonra Bleakney, Winn 

ve Nier bu yöntemi iyileştirmiştir (39).  

   EI yöntemi, numunenin gaz fazında bulunmasını ve yüksek enerjili elektronlarla 

iyonizasyonunu gerektirir. İlk olarak, numune ısıtılarak gaz fazına geçirilir. Ardından, 

vakum altında yaklaşık 70 eV enerjili elektronlarla çarpıştırılır. Bu yüksek enerjili 

elektronlar, hedef moleküllerle çarpışarak onların iyonizasyonunu başlatır. EI yöntemi 

genellikle 10⁻⁵ torr vakum altında çalışır ve neredeyse tüm uçucu bileşiklerin 

analizinde kullanılabilir. 

   Avantajları arasında yüksek hassasiyet ve sağlam tekrarlanabilirlik ile büyük 

kütüphanelerle hızlı ve güvenilir bileşen tanımlaması bulunur. Ancak, bazı bileşiklerde 

moleküler iyonlar zayıf olabilir; yöntem sadece termal olarak kararlı ve uçucu 

moleküller için uygundur. Ayrıca, karmaşık spektrumlar ve düşük kütle aralığı (<1.000 

Da) nedeniyle detaylı bilgi sağlamak zor olabilir (40).  

 

2.11.2.6. Kimyasal iyonizasyon  

     CI, kütle spektrometrisinde numunelerin iyonlaştırılmasında kullanılan ve kimyasal 

etkileşimlere dayanan bir yöntemdir. Bu teknik, iyonların düşük enerjiyle üretilmesini 

sağlayarak numunelerin daha az parçalanmasını hedefler. Yani, CI yöntemiyle 

oluşturulan iyonlar, elektron iyonizasyonunda olduğu gibi yüksek enerjiye sahip 

değildir. Bu düşük enerji, moleküllerin parçalanmasını azaltır ve moleküler yapının 

daha iyi korunmasına yardımcı olur, böylece spektrumda moleküler türler daha net bir 
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şekilde tanımlanabilir. Munson ve Field tarafından geliştirilen bu teknik, başlangıçta 

hidrokarbonlar ve petrokimyasallar üzerinde uygulanmıştır (33). Bu yöntemde, 

numuneyi iyonize etmek için reaktif gazlar kullanılır; yaygın olarak metan (CH₄), 

amonyak (NH₃) ve isopropanol (C₃H₇OH) gibi gazlar tercih edilir (41).  

    CI süreci, öncelikle reaktif gazların iyonlaştırılması ile başlar. Bu gazlar, elektriksel 

boşaltma veya diğer enerji kaynakları yardımıyla iyonize edilir. Bu iyonizasyon 

genellikle elektron çarpmasıyla gerçekleştirilir ve CH₅⁺ gibi kararlı iyonlar oluşur. Bu 

iyonlar, numunedeki moleküllerle kimyasal reaksiyona girer ve yeni iyonlar oluşturur. 

İyonize reaktif gaz (örneğin CH₅⁺), numune molekülleriyle etkileşime girerek MH⁺ 

gibi iyonlar üretir. Reaksiyonlar genellikle proton transferi veya elektron transferi 

yoluyla gerçekleşir, böylece numunedeki moleküller iyonize olup kütle 

spektrometrisine yönlendirilir (41).  

    CI (Kimyasal İyonizasyon) kaynakları, EI (Elektron İyonizasyonu) kaynaklarından 

daha yüksek bir basınçta (yaklaşık 1 Torr) çalışır, bu da iyon-molekül çarpışmalarını 

artırır ve iyonizasyon verimliliğini yükseltir. Ayrıca, CI' de kullanılan elektron enerjisi, 

EI' deki tipik 70 eV'nin üzerine çıkarak 500-1000 eV aralığına ulaşır, bu da iyon 

kaynağı kutusunun merkezine daha derin nüfuz edilmesini sağlar (33).   

   Kimyasal iyonlaşmanın (CI) başlıca avantajları arasında yüksek seçicilik, düşük 

kütle kaybı ve yüksek duyarlılık bulunur. Düşük kütle kaybı, spektrumda moleküler 

iyonların daha belirgin olmasını sağlar. Yüksek duyarlılık ise reaktif gazların numune 

ile etkileşiminden doğan iyonlaşma verimliliğini artırır. 

 

2.11.2.7. Atmosferik basınç fotoiyonizasyonu (APPI) 

    APPI’nin teknik kurulumu, bir ısıtılmış nebülizör ve iyonizasyonu sağlamak için 

UV ışığı kullanan bir lambadan oluşur. Bu sistem, analitik sıvıyı püskürtüp 

buharlaştırarak bileşenlerin analizini gerçekleştirir. UV lambası, hedef molekülleri 

iyonize ederek analizi sağlar. APPI, özellikle düşük uçuculuğa sahip ve polar olmayan 

bileşenlerin etkili analizini yapma kapasitesine sahiptir. 

    Ancak, APPI’nin bazı sınırlamaları vardır. Diğer iyonizasyon yöntemlerine göre 

daha düşük duyarlılık gösterebilir, bu da düşük konsantrasyonlu analitlerin tespitini 
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zorlaştırabilir. Ayrıca, yüksek uçuculuğa sahip veya çok polar bileşiklerin analizi için 

sınırlı bir uygulama alanına sahiptir (37).   

 

2.11.3. Vakum sistemi  

       Tüm MS çeşitlerinde bulunan üç ana bileşen, bir iyonizasyon kaynağı, bir kütle 

analizörü ve bir dedektördür; bu üç bileşen, iyonların analizöre ve dedektöre iletimini 

optimize etmek için vakum altında tutulur.  

    İyonizasyon işlemi tamamlandığında, oluşan iyonlar vakumlu ortama yönlendirilir. 

İyonlar, kütle analizörüne ve dedektöre ulaşabilmek için genellikle düşük basınçlı bir 

ortamda taşınır. 

     Kütle analizörü ve dedektör genellikle vakum altında çalışır çünkü düşük basınç, 

iyonların daha düzgün ve kesintisiz bir şekilde hareket etmesini sağlar ve çarpışma 

oranlarını azaltır. 

    Vakum sistemi, cihazın hassasiyetini ve doğruluğunu artırmak için kritik bir 

bileşendir. Vakumun temel amacı, iyonların analiz süreçlerinde engellenmeden hareket 

edebilmesi için gaz moleküllerinin sayısını minimize etmektir. Yüksek vakum, 

iyonların analiz süresince başka gaz molekülleriyle çarpışmasını önler, bu da 

sonuçların tekrarlanabilir ve güvenilir olmasını sağlar. 

    MS cihazında kullanılan vakum sistemi genellikle iki kademelidir: 

1. Rotary Pompa: Bu pompa ilk adımda vakumu sağlar ve sistemi başlangıçta atmosfer 

basıncından yaklaşık 10⁻³ - 10⁻⁴ torr mertebesine kadar düşürür. Rotary pompa, hava 

ve diğer gazları sistemden çıkararak daha düşük bir basınca ulaşılmasını sağlar. 

2. Turbomoleküler Pompa: Rotary pompanın sağladığı vakumu daha da derinleştirerek 

10⁻⁶ - 10⁻⁷ torr seviyelerine kadar düşürür. Bu pompa, çok yüksek hızda dönen rotorlar 

kullanarak gaz moleküllerini daha da etkili bir şekilde dışarı atar. Bu düşük basınç 

seviyesi, iyonların dedektöre kadar kesintisiz bir şekilde ulaşmasına olanak tanır. 
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2.11.4. Kütle analizörü 

    Kütle analizörü iyon kaynağı içerisinde oluşturulan iyonların elektrik alan etkisiyle 

zaman veya alan içindeki m/z oranlarına göre ayırıldığı kısım olup kütle 

spektrometrelerinin temel bileşenidir. En çok kullanılan kütle analizörleri magnetik 

sektörlü, uçuş zamanlı (TOF), quadrapol (Q), Tandem MS/MS ve iyon tuzaklı kütle 

analizörüdür. 

2.11.4.1. Magnetik sektörlü kütle analizörü 

     Manyetik sektör kütle analizörü, iyonları bir manyetik alan içinde dönel bir yol 

boyunca yönlendirir. İyonların hareket yolu, kütle/yük oranlarına bağlı olarak değişir, 

bu nedenle belirli bir m/z oranına sahip iyonlar ayrılır ve yalnızca hedef iyonlar 

dedektöre ulaşır. 

2.11.4.2. Quadrapol kütle analizörü 

     Tekli quadrupol, dört paralel metal çubuktan oluşur ve karşılıklı iki çubuk çifti 

elektriksel olarak birbirine bağlanır. Bu çubuklar arasında radyo frekansı (RF) voltajı 

uygulanırken, doğru akım (DC) voltajı da eklenir. Çubuklar, pozitif ve negatif voltajlar 

olacak şekilde yerleştirilir, ancak her iki çubuk çifti arasında 180° faz farkı vardır. Bu 

faz farkı, elektrik alanın yönünü değiştirerek belirli iyonların yörüngelerini dengeler 

ve geçişlerini sağlar. 

Quadrupol, yalnızca belirli bir kütle/yük (m/z) oranına sahip iyonların dedektöre 

ulaşmasına izin veren bir kütle filtresi görevi görür. RF ve DC voltajı arasındaki oran, 

hangi iyonların kararlı yörüngeler izleyerek dedektöre ulaşabileceğini belirler. Uygun 

m/z aralığındaki iyonlar quadrupolden geçerken dengeli bir yol izlerken, bu aralığın 

dışındaki iyonlar kararsız yörüngelere saparak çubuklara çarpar ve elenirler. Bu sayede 

sadece istenen iyonlar seçilir ve analiz edilir. 

 

2.11.4.3. Tandem-MS/MS 

     Ardışık kütle spektometresi (MS/MS) seri olarak birbirine bağlanmış iki dört 

kutuplu kütle analizörünü kullanır. Tipik bir MS/MS analizinde, seçilen bir kütlenin 

iyonları (öncü veya ana iyonlar), bir çarpışma hücresine iletilmeden önce ilk kütle 
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analizörü (ilk quadrupol) tarafından izole edilir. İkinci RF olmayan quadrupol bir 

çarpışma hücresi olarak hizmet eder. Çarpışma hücresindeki iyonlar, genellikle inert 

bir gazın nötr atomlarıyla çarpışarak parçalanır. Bu işlem sırasında hücreye bir 

çarpışma gazı (örneğin azot, argon veya helyum) eklenir. Bu gaz, iyonlarla etkileşime 

girer ve onların parçalanmasına neden olur. Çarpışma hücresi genellikle 10⁻³ Torr 

basınçta çalışır. İyonlar, çarpışma gazı molekülleriyle yaklaşık 30 elektron volt (eV) 

enerjiyle çarpışır. Üretilen sonraki parçalar (ürün veya yavru iyon) daha sonra ikinci 

kütle analizörü (üçüncü ve son quadrupol) tarafından analiz edilir. Tandem kütle 

spektrometreleri, son derece düşük yoğunluktaki moleküllerin yüksek doğruluk 

derecesiyle tanımlanmasını ve miktarsal ölçümünü sağlayan oldukça spesifik ve 

hassas cihazlardır. 

İyon Kaynağı → Q1 [Filtreleme] → Q2 [Çarpışma] → Q3 [Filtreleme] → Dedektör 

 

2.11.4.4. Tuzak tabanlı kütle spektrometrisi (QTRAP) 

    QTRAP, dört kutuplu iyon tuzakları (Quadrupole Ion Trap) olarak bilinen kütle 

spektrometresi bileşenleri, ilk olarak 1953 yılında Bonn Üniversitesi'nden Paul ve 

Steinwedel tarafından geliştirilmiştir. QTrap sistemleri, iki dört kutuplu kütle analizörü 

ve bir iyon tuzağı içerir. İlk dört kutuplu analizör (Q1), belirli kütle/yük oranına sahip 

iyonları seçer. Bu seçilen iyonlar, çarpışma hücresinde parçalanarak ürün iyonları 

oluşturur. Parçalanan iyonlar, genellikle ikinci dört kutuplu analizör’ün (Q3) içinde 

bulunan bir iyon tuzağında tutulur Bir iyon tuzağı da, iki hiperbolik uç kap elektrodu 

ve bir donut şeklindeki halka elektroddan oluşur. 
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Şekil 2.10. Dört kutuplu iyon tuzak kütle analizörünün yapısı. Solda kesit, sağda eğik 

3D görünüm bulunur. 

 

 Bu tuzak, iyonların ek analizler için saklanmasını sağlar. İyon tuzağında iyonlar sınırlı 

bir hacimde depolanır. Son olarak, Q3 bu ürün iyonlarını analiz eder ve detektör bu 

iyonları ölçerek kütle spektrumu oluşturur (42).  

QTRAP Sistemi: 

İyon Kaynağı → Q1 [Filtreleme] → Q2 [Çarpışma] → Q3 [ Kadrupol /İyon Tuzağı] 

→ Dedektör 

 

2.11.4.5. Uçuş zamanlı kütle analizörü (TOF) 

    TOF (Time-of-Flight) kütle analizörü, iyonları kütle/yük oranlarına göre ayırmak 

için iyonların uçuş sürelerini kullanır. İyonlar, belirli bir enerji ile hızlandırılır ve bir 

İyonlar, dedektöre ulaşana kadar belirli bir mesafe boyunca hareket eder. Bu hareket 

süresi, iyonların kütle/yük oranına bağlı olarak değişir; hafif iyonlar bu mesafeyi daha 

kısa sürede kat ederken, ağır iyonlar daha uzun sürede dedektöre ulaşır. İyonların uçuş 

süreleri, kütle/yük oranlarını belirlemek için ölçülür. 
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2.11.5. Dedektör 

İyon dedektörleri, kütle spektrometrisinde iyonları tespit etmek ve ölçmek için 

kullanılır. Ayrıştırılmış iyonlar, kütle spektrometresinde kullanılan bir ayrıştırıcıdan 

(örneğin quadripol) sonra dedektöre yönlendirilir. Dedektör içinde, genellikle metal 

bir kap ve içindeki bir tel elektrot kullanılarak bir elektrik alanı oluşturulur. Bu elektrik 

alanı, iyonların dedektör içinde hareket etmelerini sağlar. İyonlar, elektrik alanı 

tarafından yönlendirilerek elektrotlara çarpar. İyonların elektrotlara çarpması, bir 

elektrik akımı oluşturur. Bu akım, iyonların varlığını ve miktarını belirlemek için 

ölçülür. Ölçülen akım verileri, iyonların kütlesi ve miktarı hakkında bilgi sağlayarak 

bir kütle spektrumu oluşturur. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Çalışma tasarımı  

Çalışma, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı ile 

Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı, Çocuk Endokrinoloji Bilim Dalı ile 

birlikte yürütülmüştür. Tüm test ölçümleri, Hacettepe Erişkin Hastanesi Merkez 

Laboratuvarı'nda yapılmıştır. Çalışma, prospektif bir tasarıma sahip olup gönüllülük 

esasına dayanmaktadır. Çalışmanın etik onayı, Hacettepe Üniversitesi Etik Kurulu 

tarafından alınmış ve katılımcılardan bilgilendirilmiş yazılı onay alınmıştır. 

3.1.1. Hasta Populasyonu 

Hacettepe Üniversitesi, Çocuk Hastanesi Çocuk Endokrinoloji bölümüne başvuran 

ve Santral AY olduğundan şüphelenilen ve LDT uygulanan 1-18 yaş arasındaki 

çocuklar çalışmaya dahil edilmiştir. İki grup oluşturuldu: 

• Santral AY grup (hasta grup) 

• HPA intakt grup (kontrol grup) 

Çalışma grubu, kurumumuzda Santral AY olduğundan şüphelenilen ve LDT 

uygulanan 63 ayaktan pediatrik hastadan oluşmaktadır. Katılımcıların 42'si erkek 

çocuk, 21'i kız çocuktur. Yaş aralığı 1 ile 18 arasındadır.  

Önceki bir çalışmada, AY tanısı için düşük doz ACTH testi (LDT) ile metirapon 

testi karşılaştırılmış ve düşük doz ACTH testi sırasında pik kortizol için kesim noktası 

19,8 µg/dL (546 nmol/L) olarak belirlenmiştir. Buna göre LDT' de serum pik kortizol 

seviyeleri 19.8 µg/dL'nin altında olan hastalar adrenal yetmezlik olarak tanımlandı 

(43). Biz de çalışmamızda AY tanısı için bu kesim değerini kullandık. 

3.1.2. Dahil etme kriterleri 

• Gönüllü olmayı kabul eden hastalar 

• Santral AY den şüphelelenilen ve LDT yapılan hastalar  
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3.1.3. Dışlama kriterleri 

• Primer adrenal yetmezliği olan ve plazma ACTH’ı yüksek olan çocuklar 

• Akut kortizol yetmezliği olan çocuklar 

• Test sırasında hemodinamik stabilitesi bozuk olan çocuklar 

• Ağız içi kanaması olan çocuklar 

• Östrojen tedavisi alan kız çocuklar 

• Hipotalamus-hipofiz tümör cerrahisi geçiren çocuklar 

• Diyabet ve komorbiditesi olan çocuklar 

 

3.1.4. Bu çalışmanın amaçları şunlardır 

• 1-18 yaş arası çocuklarda LDT sırasında tükürük kortizol (SC) seviyelerini 

serum seviyeleri ile karşılaştırmak ve SC’nin tanısal doğruluğunu belirlemek 

• AY tanısında SC’nin duyarlılığını ve özgüllüğünü belirlemek  

• HPA aksının bütünlüğünün değerlendirilmesinde SC için eşik değer belirlemek 

• AY’ tanısında DHEA ve DHEA-S’ın rolünü belirlemek 

 

3.2. LDT Uygulaması: 

    Polikliniğe başvuran Santral AY’ dan şüphelenilen çocuklara test, sabah 08.30-09.00 

arasında yapıldı. 

  3.2.1 LDT Hazırlanma Protokolü 

• İ.V kateter takılır.  

• Bazal ACTH ve kortizol ölçümü için kan alınır. 

• 1 µg doz ACTH (Synacthen) kateterden verilir. 

• 0., 20., 30. ve 40. dakikalarda kan ve tükürük örnekleri alınır. 

  3.2.2. LDT dozunun hazırlanması 

     1 ampul 250 μg/ ml Synacthen (tetracosactide 250 μg, Novartis Pharma GmbH, 

Nürnberg, Almanya) içeriği 249 ml fizyolojik çözeltinin (SF) içine eklenir. Bu 
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seyreltme testin yapılacağı gün yapılır, taze olarak hazırlanılır. Testin başında, 

seyreltmiş çözeltinin 1 ml' si (1 µg) intravenöz olarak uygulanılır serum ve tükürük 

örnekleri 0, 20, 30, 40. dakikalarda hastadan alınır. 

 

3.3. Örnek Toplama 

3.3.1. Tükürük Örneklerinin Toplanması 

    Tükürük örnekleri bazal ve test sonrası 20., 30 ve 40. dakikada Salivette tüplere 

(Sarstedt Salivette Cotton Swab for Saliva Collection, Rommelsdorf, Germany) 

toplandı. Maksimum örnekleme süresi 2 dakikaydı. Total hacim 1 mL toplandı ve 1 

saat içinde laboratuvara transfer edildi. Tüm örnekler laboratuvara teslim edilene kadar 

4 °C’de saklandı. 

Tükürük örnekleri laboratuvara kabul edildikten sonra 2000 x g’de 10 dakika santrifüj 

edilerek, ayrılan süpernatant –80 °C’de çalışmaya kadar saklandı (Şekil 3.1.). 

 

 

Şekil 3.1. Tükürük örneklerinin hazırlanması. 

 

3.3.2 Tükürük Toplama Öncesi Hastanın Uyması Gereken Kurallar: 

• Örnek alınımından 30 dakika önce yemek yememek ve sıvı içecek içmemek 
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• Örnek alınımından 30 dakika önce dişlerini fırçalamamak 

• Örnek alınımından 30 dakika önce sigara içmemek 

• Örnek alınımından 30 dakika önce stresten uzak olmak 

• Örnek alımının 24 saat öncesinden itibaren meyan kökü içeren besinlerin 

(glisirizin) almamaları istendi. 

 

3.3.3. LDT Testi Sırasında Kan Örneklerinin Toplanması 

     LDT sırasında, 0., 20., 30 ve 40. dakikalarda kan örnekleri farklı tüplere alındı 

(Şekil 3.2). 0. dakikada ACTH ve DHEA-S için EDTA'lı mor kapaklı tüpe, kortizol 

için jel içeren sarı kapaklı tüpe (SST tüp) numune alındı. Ayrıca, 0. dakikada tükürük 

kortizolü için tükürük örnekleri ilgili tükürük toplama kabına alındı. 

 

 

Şekil 3.2. Kan ve Tükürük Örnek Alımları ve Çalışılan Testler.  

 

3.3.4. 24 Saatlik İdrar Örneklerinin Toplanması 

    Hastaların 24 saatlik idrar toplama işlemi için borik asit içeren idrar bidonları 

sağlandı ve her hastaya ve annesine 24 saatlik idrar toplama yöntemi detaylı bir şekilde 

anlatıldı. 
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Şekil 3.3. İdrar örneklerinde çalışılan testler.  

 

 

3.4. Kimyasal Madde, Ekipman ve Cihazlar  

3.4.1. Kimyasal Maddeler:  

•Kortizol (%98 saflıkta), kortizon (%99 saflıkta) ve deksametazon (%99 

saflıkta) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, USA) temin edilerek analizlerde 

kullanılmıştır. 

  •Deuteryum etiketli d4-kortizol standardı, Cambridge Isotope 

Laboratories’den (Andover, MA, USA) sağlanarak çalışmalar için kullanılmıştır.  

• Çözücüler (metanol, asetonitril ve su, HPLC-grade) Sigma-Aldrich'ten (St. 

Louis, MO, USA) tedarik edilip kullanılmıştır.   

• Asetik asit, amonyum asetat ve formik asit Merck’ten (Darmstadt, Almanya) 

temin edilmiştir. 

Bu kimyasalların hazırlandığı cam malzemeler, vialler laboratuvar bünyesinde mevcut 

olup deneylerde kullanılmıştır. 

 

3.4.2. Ekipman ve cihazlar: 

• Santrifüj (Mikro 20, Hettich) 

• Vorteks (Oragon Lab)  

• Otomatik pipetler 

• Ependorf tüp (1.5 ml) 

• Vialler (Shimadzu)   
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• -80 °C derin dondurucu (MDF-U6086S) 

• -20 °C derin dondurucu (MDF-U6086S) 

• Buzdolabı 

• HPLC kolonu (Shimadzu, JAPAN): C18 loading column, (100mm x 3,5 

mm x 3 µm) (Luna Omerga, Phenomenex, USA). 

• SCIEX 5500: LC- MS/MS: Triple Quad™ 5500+ QTRAP® Ready 

(sütun fırın içeren bir HPLC (Shimadzu), otomatik sampler, iki sıvı 

kromotografi pompası, iki adet degazör, elektrosprey iyonizasyon 

kaynağı ve triple quadripol kütle spektrometre içerir). 

 

3.5. Biyokimyasal Ölçümler 

• Kütle spektrometre 

• İmmunanaliz 

• Spektrofotometre  

 

 

     

Şekil 3.4. Çalışmada kullanılan biyokimyasal yöntemler. 
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3.5.1.Serum Kortizol Ölçümü 

    Serum bazal kortizolü kemilüminesans yöntem ile Beckman Coulter DXI 800 

otomatik analizöründe ölçüldü. Analitik ölçüm aralığı 0,4-60 µg/dL, ölçüm 

sensitivitesi 0,4 µg/dL idi. Çalışma içi %CV düşük, orta ve yüksek düzey için sırasıyla 

%6,7, %4,4 ve %4,4 iken günler arası %CV sırasıyla %7,9, %6 ve %6,4 idi.  

 

3.5.2. Plazma ACTH Ölçümü 

    Plazma bazal ACTH düzeyleri, kemilüminesans sandviç immunanaliz yöntemi ile 

IMMULITE 2000 cihazında ölçüldü. Çalışma içi tekrarlanabilirlik, düşük, orta ve 

yüksek düzeyler için sırasıyla %8,7, %6,7 ve %6,8 iken, günler arası tekrarlanabilirlik 

sırasıyla %9,8, %8,2, ve %8,7 idi.  Ölçüm sensitivitesi 5 ng/mL idi. 

 

3.5.3. Plazma DHEA ve DHEA-S Ölçümü 

DHEA ve DHEA-S düzeyleri, LC-MS/MS yöntemi kullanılarak SCIEX 5500 Triple 

Quad™ 5500+ QTRAP® Ready cihazında ölçüldü. DHEA-S için ölçüm aralığı 15- 

85,290 μg/dL olup, tayin limiti 0,1 μg/dL idi. Gün içi tekrarlanabilirlik, ESI modunda 

düşük düzeyde %9,1, orta düzeyde %8,4 ve yüksek düzeyde %4,0 iken, günler arası 

tekrarlanabilirlik ise düşük düzeyde %9,2, orta düzeyde %6,8 ve yüksek düzeyde %3,3 

idi.  

DHEA için ölçüm aralığı 0,1- 500 ng/mL olup, tayin limiti 0.1 ng/mL idi. Gün içi 

tekrarlanabilirlik, ESI modunda düşük düzeyde %10,2, orta düzeyde %3,3 ve yüksek 

düzeyde %1,3 iken, günler arası tekrarlanabilirlik, düşük düzeyde %11,5, orta düzeyde 

%6,1 ve yüksek düzeyde %5,3 idi. 

 

3.5.4. İdrar Serbest Kortizol Ölçümü 

İdrar serbest kortizol düzeyleri, LC-MS/MS yöntemi kullanılarak SCIEX 5500 

Triple Quad™ 5500+ QTRAP® Ready cihazında ölçüldü. Gün içi varyasyon düşük, 

orta ve yüksek konsantrasyonda %4,8, %2,9 ve %1,4 iken, günler arası varyasyon 

%CV, düşük, orta ve yüksek konsantrasyonda %7,4, %5,8 ve %2,5 idi. Analitik tayin 

limiti 0,25 ng/mL idi. 
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3.5.5. Tükürük Kortizol Ölçümü 

3.5.5.1. Stok Standart Çözeltilerin Hazırlanması  

Çalışma için kortizol standardı (Sigma Aldrich, Zwijndrecht, Hollanda) den temin 

edildi.  

- Ana stok standart çözeltisi (1 mg/mL) metanolde hazırlandı. Daha sonra 

metanol ile dilusyonlar yapılarak çalışma stok solüsyonları hazırlandı.  

- Ana stok çözeltiden 1/100 dilüsyon ile 10 µg/mL standart hazırlandı. Sonra 

bundan 1/50 dilüsyon ile 200 ng/mL standart solüsyonu (çalışma standart 

solüsyonu) elde edildi. 

- Daha sonra bu solüsyondan dilüsyonlar yapıldı ve kalibrasyon eğrisinin 

çizilmesi için gerekli standartların hazırlanmasında kullanıldı.  

3.5.5.2. İnternal Standart Çözelti Hazırlanması 

D4-kortizol (1 mg) Cambridge Isotope Laboratories’den (Andover, MA, USA) 

temin edildi. Stok kortizol IS solüsyonu (120 µg/mL) metanolde hazırlandı. Sonra stok 

IS, metanol ile (1/2000) oranında dilue edilerek 60 ng/mL çalışma IS solüsyonu 

hazırlandı. Çalışmaya dek -80 °C’de saklandı.  

3.5.5.3. Standart Solusyonlarının Hazırlanması 

Sağlıklı bireylerden gece yarısı toplanan tükürük örnekleri birleştirilerek havuz 

haline getirildi. Bu havuz, 40 ml’ye 0,8 gram aktif karbon eklenerek bir gece boyunca 

muamele edildi. Ardından, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilip, 0,22 

mikrometrelik filtreden geçirildi ve “Çalışma tükürük havuzu” olarak adlandırıldı.  

Çalışma standart solüsyonundan dilüsyonlar yapıldı ve “çalışma tükürük havuzu” 

spiked edilerek farklı konsantrasyonlarda standart çözeltiler hazırlandı. Kalibrasyon 

eğrisi 0, 1, 5, 30, 60, 130 ng/mL kortizol olacak şekilde yedi noktalı olarak çizildi.  

3.5.5.4. Kalite Kontrol Örneklerinin Hazırlanması  

Tükürük havuzu hazırlandı ve aktif karbonla muamele sonrası filtre edilerek 

çalışma tükürük havuzu oluşturuldu. Bu tükürük havuzu dilüe edilmiş çalışma standart 
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solüsyonu ile spiked edilerek düşük (1,2-3,8 ng/mL), orta (6,5-9,5 ng/mL) ve yüksek 

(13-19 ng/mL) konsantrasyonlarda kontrol örnekleri hazırlandı. Kontrol örnekleri 

1000 µL alikot edildi ve analize dek -80 °C’de saklandı. Her bir çalışmada bir seri 

düşük, orta ve yüksek kontrol deep freeze’den çıkarılıp taze olarak kullanıldı.  

 

3.5.5.5. Hasta Tükürük Numunelerinin Hazırlanması: 

Laboratuvarda -80 °C’de saklanan hastalara ait tükürük numuneleri çalışma günü 

çözülerek oda sıcaklığına getirildi. Bu örnekler ekstrakte edildikten sonra süpernatant 

alınarak LC-MS/MS ile ölçüm yapıldı. 

3.5.5.6.Tükürük Numunelerinin Ekstraksiyon Protokolü: 

Tükürük örnekleri deproteinize edildi. Bunun için 500 µL numune üzerine 20 µL 

%0,5 asetik asit içeren saf asetonitril çözeltisi ve 20 µL internal standart (d4-kortizol, 

60 ng/mL) eklendi. 5 dakika vortex yapıldıktan sonra 14,000 rpm'de 10 dakika 

santrifüj edildi. Supernatan (300 µL) başka bir tübe transfer edildi ve üzerine 100 µL 

metanol eklendi ve kütle spektrometresine verildi.  

 

3.5.5.7. Tükürük Kortizolü LC-MS/MS Ölçüm Prosedürü 

Çalışmaya başlamadan önce kütle spektrometrik tükürük kortizol ölçümü için en 

yüksek intensite ve rezolüsyona sahip pikleri elde etmek üzere optimizasyon 

çalışmaları yapıldı. Literatüre uygun şekilde gerçekleştirildi.  

Mobil faz için, mobil faz A olarak %0,1 asetik asit içeren HPLC grade su, mobil faz 

B olarak %5 asetonitril; mobil faz A olarak 2 mmol/L amonyum asetat ve %0,1 formik 

asit içeren HPLC grade su, mobil faz B olarak 2 mmol/L amonyum asetat ve %0,1 

formik asit içeren metanol; mobil faz A olarak 2,5 mM amonyum format içeren HPLC 

grade su ve mobil faz B olarak 2,5 mM amonyum format içeren metanol; mobil faz A 

olarak %0,05 asetik asit içeren HPLC grade su ve mobil faz B olarak %95 asetonitril 

denendi. Son olarak, mobil faz A olarak 2,5 mM amonyum format içeren HPLC grade 

su ve mobil faz B olarak 2,5 mM amonyum format içeren metanol optimum şartları 

sağladığı tespit edildi.  
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Kromatografik ayrılma, ReproSil–XR 120 C18 kolonu (100 mm × 3.0 mm, Dr. 

Maisch GmbH, Almanya) ve LC 20AD, LC 20AC, CBM 20A, CTO 10AS, DGU 

20A3, FVC 20AH2 içeren UFLC sistemi (Shimadzu Co., Tokyo, Japonya) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Örnekler, standart ve kontroller (10 µL) sisteme enjekte edildi. 

Enjeksiyon hacmi ile ilgili olarak 5–25 µLµL arasındaki hacimlerde uygulamalar 

yapıldı; rezolüsyonu en yüksek pikler 10 µL ile elde edildi. En yüksek intensiteli 

piklerin 450 °C’de alındığı tespit edildi. İyon püskürtme voltajı için 4000 V–6000 V 

arasında uygulandı ve en uygun voltaj değerinin 5500 V olduğu saptandı.  

 

Tükürük kortizol için MRM geçişleri 363/121 ve 363/91, döteryum-internal 

standart için ise 367/121 olarak belirlendi. Pik retansiyon zamanı 5,6 dakika olarak 

saptandı.  MRM modunda deteksiyon yapıldı; ESI ve pozitif iyon modu kullanıldı. 

 

Akış gradyanını belirleme çalışmalarında ideal akış hızı 0.3 mL/dakika olarak tespit 

edildi.  Pompa B nin yüzdesi için %50, %65 ve %80 ile deneme yapıldı ve akış 

gradyanı Şekil 3.5 de gösterilmektedir.  

 

 

    Şekil 3.5. Mobil faz B’nin akış gradiyent eğrisi. 

 

Tükürük kortizolü ve IS için retansiyon zamanı sırasıyla 5,6 ve 5,5 dakika bulundu. 

Kalibrasyon eğrisinin oluşturulması için tükürük serbest kortizol/internal standart tepe 

alanları oranı tükürük serbest kortizol konsantrasyonlarına karşı çizildi. Tüm ölçümler 

Sciex 5500 kütle spektrometresinde (AB Sciex, Concord, Ontario, Canada) 
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gerçekleştirildi. En yüksek intensite ve rezolüsyona sahip piklerin olduğu koşullar elde 

edildi. Ölçüme ait kütle spektrometre bilgileri Tablo 1’de verilmiştir: 

 

 

Tablo 1. Tükürük kortizol ölçümü için kullanılan LC-MS/ MS’in özellikleri. 

 

Pompa modu MRM 

Analiz süresi  10 dakika 

Enjeksiyon hacmi  10 µL  

Retention time 5,65 dakika 

Kolon sıcaklığı  40 0 C 

Total akış hızı 0,3 mL/dakika 

İonization mode(pozitive) ESI 

DP(volts) Düşüş gerilimi 116 

EP(volts)Giriş plakası gerilimi 10 

CE(volts)  Çarpışma enerjisi gerilimi 31/87 

CXP Çarpışma hücresi çıkış gerilimi 16/14 

Curtain Gas(CUR) 35 

Collision Gas (CAD) 9 

İon spray voltage 5500 V 

Çözülme sıcaklığı 5500 0 C 

MRM dedection window 60 dakika 

Mobil faz A 85% 

Mobil faz B 15% 

Gradian programı: 0,5. dakika Pompa B %15 

  5 dakika Pumb B %60 

  5,01 dakika Pumb B %98 

  7 dakika Pumb B %98 

  7,01 Pumb B %15 

  10 dakika STOP 
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3.6. Tükürük Kortizol Ölçümünün Analitik Değerlendirilmesi 

Tükürük kortizol ölçümünün analitik değerlendirilmesi için linearite, ölçümün 

tekrarlanabilirliği, tayin limitleri, doğruluğu, bulaş etkisi, matriks etkisi, örnek 

stabilitesi ve interferans CLIA standartlarına göre belirlendi. 

Hastaların tükürüklerinde kortizol ölçümü yapıldıktan sonra, kalan örnekler 

konsantrasyonlarına göre bir araya getirilerek bir tükürük havuzu oluşturuldu. Bu 

havuz, analitik değerlendirme için kullanıldı. 

3.6.1. Analitik Tayin Limitleri 

Analitik ölçüm limitleri (Clinical and Laboratory Standards Institute) CLSI EP17 

protokolüne göre belirlendi (Westgard 2008). 

3.6.1.1. Limit of Blank (LOB) 

Kortizol içermeyen süpernatant ve en düşük kortizol içeren süpernatant, LC-

MS/MS cihazında ardışık olarak 20 kez ölçüldü; ardından bu ölçümler için ortalama 

ve standart sapma (SD) hesaplandı. 

3.6 1.2. Limit of Detection (LOD)  

Tayin limitini belirlemek için sinyal/gürültü (S/N) oranını kullanıldı. Sinyal/gürültü 

oranının 3 olduğu konsantrasyon seviyesi tespit limiti olarak kabul edildi. 

3.6.1.3. Limit of Quantitation (LOQ)  

Kantitasyon limiti, sinyal/gürültü (S/N) oranlarına göre belirlendi. Sinyal/gürültü 

oranının 10 olduğu konsantrasyon seviyesi kantitasyon limiti olarak belirlendi. 

3.6.2. Linearite Çalışması 

Linearite çalışması, CLSI EP6-A protokolüne göre gerçekleştirildi. Çalışmanın 

amacı, kortizol için analitik ölçüm aralığını belirlemekti. 
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 İlk olarak, yüksek konsantrasyonunda (130 ng/mL) bir standart çözelti hazırlandı. 

Bu çözeltiden sırasıyla 1/2, 1/4, 1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000 ve 

1/4000 oranlarında dilüsyon yapılarak 0,03-130 ng/mL konsantrasyon aralığında 

çözeltiler hazırlandı. Hazırlanan standart çözeltiler numuneye benzer şekilde ön işleme 

tabi tutulduktan sonra tandem MS ile analiz edildi. 

 

3.6.3. Geri elde (Recovery) çalışması: 

Geri elde çalışması için 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL konsantrasyonlarındaki 

standartlar kullanıldı. Orta konsantrasyonda tükürük havuzu (8 ng/mL) hazırlandı ve 

ardından her bir standart bu havuza eklendi: 

1. tüp: 100 µL 5 ng/mL standart + 900 µL örnek havuzu 

2. tüp: 100 µL 30 ng/mL standart + 900 µL örnek havuzu 

3. tüp: 100 µL 130 ng/mL standart + 900 µL örnek havuzu 

Bu örnekler ön işlemden geçirilerek kortizol ölçümü yapıldı. %Geri elde hesaplandı.   

 

3.6.4. Tekrarlanabilirlik çalışması  

Tekrarlanabilirlik çalışması, CLSI EP5 protokolüne uygun şekilde gerçekleştirildi. 

Çalışma içi tekrarlanabilirlik ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlendirildi. İlk 

olarak, Yüksek (16 ng/mL), orta (8 ng/mL) ve düşük (2 ng/mL) konsantrasyonlarda 

tükürük havuzu (SP) hazırlandı. 

Çalışma içi tekrarlanabilirlik için, her üç konsantrasyonda 20 örnek hazırlandı. Bu 

örnekler ön işleme tabi tutulduktan sonra aynı çalışmada ardışık kortizol ölçümü 

yapıldı. Ortalama, standart sapma (SD) ve yüzde değişim katsayısı (%CV) hesaplandı. 

Günler arası tekrarlanabilirlik için, her üç konsantrasyon düzeyinde 4 örnek hazırlandı. 

Bu örnekler 5 ardışık gün boyunca ön işleme tabi tutuldu ve kortizol ölçümü yapıldı; 

toplamda 20 ölçüm gerçekleştirildi. Ortalama, SD ve %CV hesaplandı. 
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3.6.5. İnterferans çalışması:   

Tekrarlanabilirlik çalışması, CLSI EP7 protokolüne uygun şekilde gerçekleştirildi. 

İnterferans çalışması kapsamında, 1 mg/mL konsantrasyondaki deksametazon 

çözeltisi, tükürük havuzuna 150 ng/mL olacak şekilde eklendi. Dilüsyon işlemi 

metanol ile yapıldığından, çalışma için gereken kör numune de metanol ile hazırlandı. 

Ön işlem basamaklarından geçirildikten sonra LC- MS/MS de her biri 5 kez çalışıldı. 

Ortalama ve %bias hesaplandı.   

1. tüp: 150 µL (150 ng/mL) Deksametazon + 9850 µL örnek havuzu 

  2. tüp: 150 µL Metanol + 9850 µL örnek havuzu 

İnterferans çalışması kapsamında, 1 mg/mL konsantrasyondaki Kortizon çözeltisi, 

tükürük havuzuna 150 ng/mL olacak şekilde eklenmiştir. Seyreltme işlemi metanol ile 

yapıldığından, çalışma için gereken kör numune de metanol kullanılarak hazırlandı. 

Ön işlem basamaklarından geçirildikten sonra LC-MS/MS de her biri 5 kez çalışıldı. 

Ortalama ve %bias hesaplandı.   

1. tüp: 150 µL (150 ng/mL) Kortizon + 9850 µL örnek havuzu 

2. tüp: 150 µL Metanol + 9850 µL örnek havuzu 

Her iki interfere edici madde için 1. tüp ve 2. tüp arasındaki %bias hesaplandı.  

 

3.6.6. Taşıma (Carry over)  

Taşıma çalışması, CLSI EP05 protokolüne göre gerçekleştirildi. Yüksek(Y) ve 

düşük(D)konsantrasyonlarda tükürük havuzu hazırlandı; ön işleme tabi tutuldu. 

Numunelerdeki kortizol düzeyleri şu sırayla analiz edildi: Y1-Y2-D1-D2-D3-Y3-Y4-

D4-D5-D6-Y5-Y6-D7-D8-D9-Y7-Y8-D10-D11-D12-Y9-Y10-D13-D14-D15.  

Bu sıralama içinde 1. grup, düşük konsantrasyondan sonra gelen düşük 

konsantrasyon içeren örnekleri (D-D) ve 2. grup, yüksek konsantrasyondan sonra 

gelen düşük konsantrasyon içeren örnekleri (Y-D) kapsamaktadır. Grup ortalamaları 

ve standart sapmalar hesaplandı. Grup ortalamaları arasındaki farkın toplam müsaade 

edilen hatadan düşük olup olmadığı değerlendirildi. 
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1. grup: D2-D3-D5-D6-D8-D9-D11-D12-D14-D15 

2. grup: D1-D4-D7-D10-D13 

 

3.6.7. Dondurup çözmenin etkisi  

Dondurma ve çözmenin stabilite üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla, yüksek 

(16 ng/mL) ve düşük (2ng/mL) konsantrasyonlarda tükürük havuzları hazırlandı. Her 

bir konsantrasyon dört tüpe ayrıldı (toplam 8 tüp) ve ön işleme tabi tutularak hemen 

kortizol ölçümü yapıldı. Ölçümün ardından tüpler -80°C'de saklandı. Ertesi gün, dört 

seri tüp derin dondurucudan çıkarıldı. Yüksek ve düşük konsantrasyonlardaki birer seri 

ön işleme tabi tutularak kortizol ölçümü yapıldı, kalan üç seri tekrar -80°C'ye kondu. 

Toplamda dört kez dondurma-çözme işlemi uygulanarak her seferinde kortizol ölçümü 

yapıldı ve %bias hesaplandı. 

3.6.8. Matriks etkisi  

Matriks etkisi daha önce önerilen protokole uygun şekilde çalışıldı ve % matriks 

etkisi formülüne göre hesaplandı. Kısaca, 3 farklı konsantrasyonda kortizol standardı 

hazırlandı. Matriks etkisini değerlendirmek amacıyla üç tüp alındı. Her bir tüpe 250 

µL distile su ve 250 µL standart çözeltisi eklendi. Numuneler ön işleme tabi tutuldu ve 

ardından cihaza enjekte edildi.  

1. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 5 ng/mL standart  

2. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 30 ng/mL standart  

3. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 130 ng/mL standart 

 

Daha sonra üç tüp daha alındı. Bu tüplere eklendi. Bu numuneler ön işleme tabi 

tutulmadan doğrudan kortizol ölçümü için cihaza gönderildi.  

1. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 5 ng/mL standart  

2. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 30 ng/mL standart  

3. tüp: 250 µL distile su + 250 µL 130 ng/mL standart 

Ön işlem uygulanan ve uygulanmayan aynı konsantrasyondaki standartların pik 

alanları saptanarak %matriks etkisi Chambers ve ark. göre hesaplandı. 
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3.6.9. Numune stabilitesi  

Stabilite çalışması için düşük ve yüksek düzeyde tükürük havuzları hazırlandı ve 

toplam 20 porsiyona bölündü (10 düşük ve 10 yüksek). Bu porsiyonlardan 2'si (bir 

düşük ve bir yüksek düzey) ön işleme tabi tutuldu ve kortizol ölçümü için cihaza 

verildi. Diğer 18 porsiyon her birinde 1 düşük bir yüksek olmak üzere 48. Saat, 15. 

gün ve 30. günlerde değerlendirilmek üzere +4 °C, -20 °C ve -80 °C’de saklandı. 

 

3.7. İstatistiksel Yöntemler 

  Düşük doz ACTH uygulamasından sonra, serum veya tükürük yanıtı enjeksiyondan 

20, 30 ve 40 dakika sonra ölçüldü. Başlangıç ve stimülasyon sonrası seviyeler 

arasındaki anlamlılık, parametrik olmayan Wicoxon Runk Sum testi ile hesaplandı. 

Mann Witney U testi yalnızca iki grup arasındaki anlamlılık için kullanıldı. 

20., 30. ve 40. noktalar arasında en yüksek değer, pik serum ve tükürük kortizol 

seviyeleri olarak tanımlandı. 40. dakikada tüm örneklerdeki serum ve tükürükteki 

serbest kortizol konsantrasyonları ile pik değeri arasındaki ilişkiyi incelemek için 

doğrusal regresyon analizi kullanıldı. Temel özellikler ve tanımlayıcı istatistikler 

hesaplandı ve ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlılık düzeyi tüm 

testler için P <0,05 olarak ayarlandı. Korelasyon analizi için Spearman testi kullanıldı. 

Duyarlılığı (SE), özgüllüğü (SP), AUC’yi ve bunların %95 CI’lerini belirlemek için 

alıcı işletim eğrisi (ROC) analizleri yapıldı. AY tanısı için optimum tükürük kortizol 

kesme değerini belirlemek için ROC eğrileri oluşturuldu. 0., 20., 30., 40. dakika ve pik 

değeri sırasında tükürük kortizolünün tanısal performansı ROC analizi kullanılarak 

araştırıldı. AY tanısı için en uygun pik tükürük kortizol kesme değerini tahmin etmek 

için Youden indeksi (duyarlılık (%) + özgüllük (%) – 100) kullanıldı. 

İstatistiksel analizi gerçekleştirmek için Windows için SPSS 24 yazılım paketi (SPSS, 

Inc.) kullanıldı. Grafikler Graphs GraphPad Prism Sürüm 9.3.0 (GraphPadYazılımı) 

ile çizildi. Korelasyon için MedCalc istatistiksel yazılım programı kullanıldı. 
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4. SONUÇLAR 

 

4.1. Hasta bulguları 

4.1.1. Hastalara ait demografik bulgular 

Çalışmaya toplam Santral AY şüphesi bulunan başvuran ve LDT uygulanan 1-18 yaş 

arasındaki toplam 63 çocuk dahil edildi. Yaş ortalaması 10±5.1 idi ve E/K oranı 2/1 

idi. Bunların 36’si santral AY tanısı aldı. Bütün katılımcılardan tükürük örnekleri sabah 

8:30- 09:30 arasında alındı. Katılımcıların başlangıç bilgileri tablo 4.1 de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Santral AY tanısı alan ve almayan tüm katılımcıların demografik 

özellikleri ve başlangıç laboratuvar bulguları.  

 

 Santral AY (+) 

(n=36) 

Santral AY (-) 

(n=27) 

p değeri 

Yaş 11,3 ± 4,6 8,5 ± 4,9 0,03 

E/K oranı 2,1 1,8 0,056 

BMI 27,4 24,2 0,088 

TA  125/72 116/68 0,214 

Serum Na+ 

(mmol/L) 

136 ± 15,4 138 ± 14,1 0,256 

Serum K+ 

(mmol/L) 

3,9 ± 0,5 4,1 ± 0,42 0,313 

Serum kreatinin 

(mg/dL) 

0,81 ± 0,13 0,76 ± 0,1 0,421 

Serum albumin 

(mg/dL) 

3,8 ± 0,34 4,1 ± 0,55 0,445 

 

İki grup arasında yaş dışında anlamlı farklılık bulunmadı. Cinsiyet, vücut kitle 

indeksi, kan basıncı iki grup arasında farklı değildi. Serum elektrolit ve albümin 

seviyeleri ve böbrek fonksiyonları referans limitler içinde idi.  
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4.1.2.  Santral AY Etiyolojisi: 

Santral AY ‘den şüphelenilen hastalar, tanılarına göre sekiz gruba ayrıldı: ekzojen 

steroid tedavisi kullananlar (n=25), hipopitüitarizm (n=6), santral hipotiroidi (n=16), 

beyin tümörleri (n=2), büyüme hormonu eksikliği tanısı alanlar (n=19) ve puberte 

prekoks (n=5) (Tablo 4.2). 

 

Tablo 4.2. Hastalara ait tanılar.   

 HASTA 
Hipo 
pitüitarizm 

BH 
eksikliği 

Beyin 
tümörü 

Ekzojen Steroid 
tedavisi 

Santral 
hipotiroidi 

Puberte 
prekoks 

1 M. E .U p    p  

2 E.T p p   p  

3 B. A. Ç    p   

4 A. K p  p  p  

5 Ö. Ş    p   

6 E. N. B    p   

7 O. Ö p p   p  

8 U. T. O    P   

9 N. S. K     p p 

10 A. A    p   

11 B. A     p  

12 M. Y. D    p   

13 R. R. A   p    

14 E. U  p     

15 R. A    p   

16 B. M    p   

17 M. E. U  p     

18 A. B      p 

19 Y. E p    p  

20 A. Y. T     p  

21 M. H    p   

22 M. E.A  p     

23 Ç. G  p     

24 N. S. B    p   

25 H. M. K  p     

26 R. A  p     

27 M. E. L    p   

28 K. B. D  p     

29 Y. E. Ü  p     

30 M. H. G    p   
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31 H. M. K  p     

32 C. İ     p  

33 F. A    p   

34 Z. S p    p  

35 Z. F. G    p   

36 Ö. F. K    p   

37 M. S. T     p  

38 M. H. Y     p  

39 S. T. A  p     

40 B. C. K  p     

41 E. E. Ö     p  

42 M. E. K  p     

43 E. O      p 

44 A. B      p 

45 E. A. K    p   

46 M. N. İ  p     

47 İ. C    p   

48 A. P    p   

49 A. Ö     p  

50 E. N. G  p     

51 A. Ü    p   

52 D. U. Ü    p   

53 R. M. K  p     

54 F. M. H  p     

55 C. A     p  

56 M. D    p   

57 P. K  P     

58 N. B     p  

59 H. Ç    p   

60 Y. K      p 

61 M. M. S    p   

62 K. E    p   

63 Y. M. K    p   

*p: pozitif sonuçlar 

 

4.2. LC-MS/MS ile Tükürük Kortizol Ölçümü 

4.2.1. Tükürük Kortizol Standart Kromatogramları 

Tükürük kortizolünün LC-MS/MS standart kromatogramları Şekil 4.1. a-f ‘de 

gösterilmektedir. 
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a. Standart-1  

 

b. Standart-2  

 

c. Standart-3  
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d. Standart-4  

 

e. Standar-5  

 

f. Standart-6  

Şekil 4.1. a-f: Tükürük kortizolü tandem MS standart kromatogramları.  
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4.2.2.  Tükürük Kortizol Kalibrasyon Eğrisi: 

Tükürük kortizol kalibrasyon eğrisi Şekil 4.2'te verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.2. Tükürük kortizol standart grafisi. 

 

Tükürük kortizol standart grafiği çizildi ve r = 0,999 olarak bulundu. Eğim = 4,43703 

× 10⁴ ve kesim değeri 0 idi. 

 

4.2.3. Tükürük Kortizol Kontrol Kromatogramları 

Tükürük kortizolü düşük, orta ve yüksek konsantrasyonda hazırlanan kontrol 

kromatogramları Şekil 4.3. a-c’ de gösterilmiştir.  

 

a. Kontrol-1. 

Y=4,43703e4 

r=99991 

R 2= 99982 
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b. Kontrol-2 

 

c. Kontrol-3 

Şekil 4.3. Tükürük kortizol düşük, orta, yüksek kontrol değerleri. 

 

 

4.2.4. Tükürük Kortizol Kromatogram Örneği  

 

Bir hastaya ait LDT hasta sonucu (0., 20., 30. ve 40. dakikalar) Şekil 4.4 a-d’ de 

gösterilmiştir.  

 

a. 0. Dakika 
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b. 20. dakika 

 

c. 30. dakika 

  

d. 40.dakika 

Şekil 4.4. Bir hastanın LDT sırasındaki (0., 20., 30. ve 40. dakikalar) tükürük kortizol 

sonuçları. 

 

4.3. Bazal Serum Kortizol / Plazma ACTH Konsantrasyonları: 

Santral AY tanısı alan ve almayan grupta sabah erken bazal serum kortizolü Şekil 

4.5’te gösterilmiştir. Santral AY tanısı alan bireylerde sabah serum kortizol düzeyleri 

kontrol grubuna göre anlamlı düşük izlendi (p = 0,0054).  



58 
 

 

Şekil.4.5. Kontrol ve santral AY grubunda sabah serum kortizolü. 

 

Santral AY tanısı alan ve almayan grupta sabah erken bazal plazma ACTH düzeyleri 

Şekil 4.6’da gösterilmiştir. Santral AY tanısı alanlarda plazma ACTH kontrol grubuna 

göre anlamlı düşük bulundu (p<0,05). 
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Şekil.4.6.  Kontrol ve Santral AY grubunda sabah plazma ACTH değerleri.  

Santral AY grubunda sabah bazal serum kortizolü ve sabah bazal plazma ACTH 

düzeyleri Şekil 4.7 de birlikte gösterilmektedir. 
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Şekil 4.7. Santral AY’ de bazal serum kortizolü ve bazal ACTH sonuçları. 

 

4.4. İdrar Serbest Kortizolü  

 

   24 saatlik idrar serbest kortizol ölçümü adrenal rezervin belirlenmesi açısından 

önemlidir. Bu çalışmada toplam 63 vakanın 22’sinde (%33) 24 saatlik idrarda serbest 

kortizol ölçümü yapılabildi. Santral AY grubunda idrar serbest kortizol düzeyleri 

kontrol grubuna göre anlamlı düşük bulundu (p<0,001) (Şekil 4.8).  

 

 

Şekil 4.8. 24 saatlik idrar serbest kortizol değerleri. 
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4.5. LDT’ ye Serum Kortizol Yanıtı:  

LDT' ye serum kortizol yanıtı hem kontrol hem Santral AY grubunda tespit edildi 

(Şekil 4.9.). Kontrol grubunda normal hipotalamik-hipofizer-adrenal eksenin 

fonksiyonunun korunduğu görülmektedir; çünkü stimülasyon sonrası 20., 30. ve 40. 

dakikalarda serum kortizol seviyeleri 550 nmol/L'nin üzerinde bulundu. Santral AY 

grubunda ise hipotalamik-hipofizer-adrenal eksenin yetersiz işlev gösterdiği 

görülmektedir; bu grupta serum kortizolü ACTH stimülasyonu sonrası 20., 30.  ve 40. 

dakikalarda 550 nmol/L’ nin altında idi. 

a.        b.    
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Şekil 4.9. a. Kontrol ve b. Santral AY grubunda LDT’ ye serum kortizol yanıtı.  

 

Toplam 63 bireyin 47’si (%75), 40. dakikada pik serum kortizol seviyelerine ulaşırken, 

16’sı (%25) 30. dakikada pik serum kortizol seviyelerine ulaşmıştır. Kontrol grubunda, 

pik serum kortizol seviyesi 40. dakikada izlenmiş olup, en yüksek değer 40. dakikada 

883 nmol/L olarak kaydedilmiş; 30. dakikada ise 763 nmol/L ölçülmüştür. Santral AY 

grubunda da serum kortizolünün 40. dakikada pik yaptığı bulunmuş ve en yüksek 

değer 541,6 nmol/L olarak saptanmıştır. 30. dakikada ise en yüksek değer 521 nmol/L 

ölçülmüştür. Ortalama pik serum kortizolü Santral AY grubunda kontrol grubuna göre 

anlamlı düşük izlendi (p <0,0001) (Şekil 4.10).  
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Şekil 4.10. Kontrol ve Santral AY gruplarında ortalama pik serum kortizolü. 

 

4.6. LDT’ ye Tükürük Kortizol Yanıtı  

Kontrol grubu ve santral AY grubunda LDT’ye tükürük kortizol yanıtı Şekil 4.11’de 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4.11.a. Kontrol ve b. santral AY gruplarında LDT’ye tükürük kortizol yanıtı. 

Toplam 63 hastanın 57’si (%90), 40. dakikada pik tükürük kortizol seviyelerine 

ulaşırken, 6’sı (%10) 30. dakikada pik tükürük kortizol seviyelerine ulaşmıştır. Kontrol 

grubunda tükürük kortizolünün 40. dakikada pik yaptığı izlendi, en yüksek değer 22 

nmol/L bulundu, 30. Dakikada 21 nmol/L idi.  
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Santral AY grubunda tükürük kortizolü, 40. dakikada pik yaparak 9,8 nmol/L ile en 

yüksek seviyeye ulaştı. 30. dakikada ise 7,6 nmol/L olarak saptandı. Santral AY 

grubunda pik tükürük kortizolü kontrol grubuna göre anlamlı düşük bulundu (p 

<0,0001). (Şekil 4.14) 
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Şekil 4.12. Kontrol ve Santral AY grubunun pik tükürük kortizol seviyeleri. 

4.7. Bazal Tükürük kortizolü:  

  Santral AY ve kontrol grubu arasında bazal tükürük kortizol seviyeleri açısından 

anlamlı fark bulundu (p <0,05) (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. Santral AY ve kontrol grubunda bazal  tükürük kortizol seviyeleri. 

Kontrol ve Santral AY grubunda bazal tükürük kortizol düzeylerinin dağılımı Şekil 

4.14.a ve 4.14.b’de gösterilmektedir. Kontrol grubunda en düşük kortizol düzeyi 0,71 
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nmol/L olarak bulundu, Santral AY grubunda ise yüksek kortizol düzeyi 4,6 nmol/L 

olarak belirlendi. 

 

 

Şekil 4.14. a. Kontrol grubunda bazal kortizol düzeyleri. 

 

Şekil 4.14. b. Santral AY grubunda bazal kortizol düzeyleri. 

4.8. Tükürük ve Serum Kortizolünün Karşılaştırılması  

4.8.1.  LDT’nin Tüm dakikalarında Tükürük ve Serum Kortizolünün 

Karşılaştırılması 

LDT’nin tüm dakikalarında santral AY hastalarının tükürük ve serum kortizol 

korelasyonu Şekil 4.15’te gösterilmektedir. 
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Şekil 4.15. LDT tüm dakikalarında Santral AY hastalarının tükürük kortizolü ve 

serum kortizol korelasyonu. 
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LDT’ nin tüm zaman noktalarında (0., 20., 30., ve 40. dakikalar) serum ve tükürük 

kortizol seviyeleri arasında çok güçlü ve anlamlı korelasyon gözlemlendi. Santral AY 

grubunun kontrollere göre serum ve tükürük kortizolü arasındaki korelasyon 

istatistiksel olarak tüm dakikalarda anlamlı idi ( r = 0,82;  

p<0,0001; Şekil 4.15). Bu sonuçlar, düşük doz ACTH ‘a tüm dakikalarda tükürük 

kortizol salınımının yeterli olduğu söylenebilir.  

 

4.8.2. LDT Pik Değerlerinde Tükürük ve Serum Kortizol Karşılaştırılması 

   Santral AY hastalarının sadece pik değerlerdeki tükürük kortizol ve serum kortizolü 

karşılaştırılması yapıldı; Şekil 4.16’da gösterilmiştir. 

 

 

 



66 
 

 

 

 

Şekil 4.16. Santral AY hastalarının tükürük kortizol ve serum kortizolü pik 

değerlerinin karşılaştırılması. 
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Pik serum ve tükürük kortizol değerleri arasında orta derecede ve anlamlı korelasyon 

izlendi; sırasıyla korelasyon katsayısı 0,56, eğim 0,03 ve kesme noktası -7,5 bulundu. 

(p=0,0003) (Şekil 4.16). 

Bu korelasyon sonuçlarına dayanarak, düşük doz ACTH'ya yeterli tükürük kortizol 

salınımının olduğu söylenebilir. 

 

 

4.9. Tükürük Kortizol Ölçümünün Santral AY için Tanısal Doğruluğu 

Tükürük kortizolü ölçümünün santral AY için tanısal doğruluğunun tespiti için ROC 

analizi yapıldı, AUC (eğri altındaki alan), duyarlılık (sensitivite), özgüllük (spesifite), 

doğruluk, pozitif prediktif değer (PPV) ve negatif prediktif değer (NPV) belirlendi.  

 

Şekil 4.20 a., b., c., d. ve e.'de, LDT'in 0., 20., 30., 40. dakikalar ve pik değerlerinde 

tükürük kortizolü için ROC eğrisi verilmiştir. 
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Şekil 4.17.a. LDT 0. Dakikada Tükürük Kortizolü İçin ROC Eğrisi. 

 

Positive if Less Than 

or Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

1,6200 0,830 0,64 

 

Bazal tükürük kortizolü için AUC 0,72 (95% CI: 0,588–0,855) (Şekil 4.20.a) bulundu. 

Eşik değer %83 duyarlılık ve %64 özgüllük ile 1,62 nmol/L idi.  Pozitif prediktif değer 

%82 ve negatif prediktif değer %87 olarak tespit edildi. Pik tükürük kortizol 

seviyeleriyle karşılaştırıldığında, bazal tükürük kortizol seviyeleri santral AY tanısı 

için daha düşük tanısal doğruluğa sahipti.  
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Şekil 4.17.b. LDT 20. dakikada tükürük kortizolü için ROC eğrisi. 

 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

6,9400 0,800 0,650 

 

20. dakika tükürük kortizol seviyeleri için AUC 0,816 (95% CI: 0,71–0,92) (Şekil 

4.20.b) bulundu. Eşik değer %80 duyarlılık ve %65 özgüllük ile 6,94 nmol/L idi.  

Pozitif prediktif değer %79 ve negatif prediktif değer %80 olarak tespit edildi. 
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Şekil 4.17.c. LDT 30. dakikada tükürük kortizolü için ROC eğrisi. 

 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

9,54 0,77 0,65 

 

30. dakika tükürük kortizol seviyeleri için AUC 0,798 idi (95% CI: 0,688–0,909) 

(Şekil 4.20.c). Eşik değer %77 duyarlılık ve %65 özgüllük ile 9,54 nmol/L olarak 

bulundu.  Pozitif prediktif değer %91,4 ve negatif prediktif değer %78,2 idi. 
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Şekil 4.17.d. LDT 40. dakikada tükürük kortizolü için ROC eğrisi. 

 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

12,0 0,80 0,769 

 

40. dakika tükürük kortizol seviyeleri için AUC 0,799 idi (95% CI: 0,66–0,91, Şekil 

4.20.d). Eşik değer %80 duyarlılık ve %76 özgüllük ile 12 nmol/L olarak bulundu.  

Pozitif prediktif değer %91,4 ve negatif prediktif değer %86,2 idi. 
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Şekil 4.17.e. LDT tüm dakikalarda tükürük kortizolü için ROC eğrisi. 

 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

9,59 0,73 0,600 

 

Tüm dakikalarda tükürük kortizol seviyeleri için AUC 0,748 idi (95% CI: 0,677–

0,818) (Şekil 4.20.e). Kesim değeri %73 duyarlılık ve %60 özgüllük ile 9,59 nmol/L 

olarak bulundu.   
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Şekil 4.17.f. LDT pik değerlerde tükürük kortizolü için ROC eğrisi. 

 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

11.99 0,78 0,74 

 

Pik tükürük kortizolü için ROC analizinde AUC 0,743 olarak bulundu (95% CI: 

0,616–0,87) (Şekil 4.20.f). Youden indeksi kullanılarak türetilen pik tükürük kortizol 

kesim değeri, %78 duyarlılık ve %74 özgüllük ile 11,9 nmol/L idi.  
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4.10. Plazma DHEA-S Ölçümü 

Bu çalışmada kontrol ve santral AY grubunda plazma DHEA-S düzeyleri LC-MS/MS 

metodu ile ölçüldü. Santral AY grubunda, kontrol grubuna göre plazma DHEA-S 

düzeylerinde belirgin bir azalma gözlenmektedir (p<0,01) (Şekil 4.18). Bu düşüşün 

adrenal korteksin ACTH stimülasyonuna yeterince yanıt verememesiyle ilişkili olduğu 

düşünüldü. 

 

 

Şekil 4.18. Santral AY ve kontrol gruplarında plazma DHEA-S düzeyleri.  

 

4.10.1. Santral AY Tanısı için Plazma DHEA-S’ın Tanısal Doğruluğu 

Santral adrenal yetmezlik için plazma DHEA-S’ın tanısal doğruluğunu saptamak üzere 

ROC analizi yapıldı.   
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Şekil 4.19. Plazma DHEAS ROC eğrisi. 

Positive if Less Than or 

Equal Toa 

Sensitivity Specificity 

17,5 0,72 0,96 

 

AUC 0,796 idi (95% CI: 0,679–0,712, Şekil 4.22). Eşik değer %72 duyarlılık ve %96 

özgüllük ile 17,5 µg/dL olarak bulundu.   
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4.11. Plazma DHEA ölçümü 

Santral AY ve kontrol gruplarında plazma DHEA düzeyleri LC-MS/MS yöntemi ile 

tayin edildi. Santral AY grubunda, plazma DHEA düzeylerinde belirgin bir azalma 

bulundu (p<0,0001) (Şekil 4.20).  

 

Şekil 4.20. Kontrol ve Santral AY gruplarında plazma DHEA düzeyleri. 

 

Düşük doz ACTH stimülasyonu sonrası santral AY ve HPA intakt grupta bazal kortizol 

ve pik kortizol ve DHEA seviyeleri Tablo 4.3’te gösterilmiştir. Buna göre ortalama 

±SD, DHEA santral AY grubunda (1,3 ± 1,1 ng/mL) kontrol grubuna göre (9,1 ± 

10,1ng/mL) anlamlı olarak düşüktü. 

Tablo 4.3. LDT yapılan iki grupta bazal ve pik kortizol düzeyleri ile DHEA 

düzeyleri.  

 İntakt HPA) Santral AY P 

Hasta sayısı (n=63) 27 

 

36  

Bazal kortizol (nmol/L) 

Ort ± SD 

278 ± 131 191 ± 101 <0,05 

Pik kortizol (nmol/L)  

Ort ± SD 

641 ± 91 455 ± 78 <0,0001 

Plazma DHEA (ug/dL) 

Ort ± SD 

9,1 ± 10,1 1,3 ± 1,1 <0,0001 
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Daha sonra bazal kortizolün DHEA’ya oranı hesaplandı. Santral AY olan grupta bazal 

kortizolün DHEA'ya molar oranı daha yüksekti (p<0,05) (Şekil 4.21). 
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Şekil 4.21. Bazal kortizolün DHEA'ya molar oranı. 
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4.12.  LC-MS/MS ile Tükürük Kortizolü Ölçüm Yönteminin Analitik 

Performansının Değerlendirilmesi 

 

 

4.12.1. Analitik Ölçüm Limitleri 

  Kortizol içermeyen numunenin 20 tekrar ölçümü sonucunda ortalama ve standart 

sapmalar hesaplanmış olup, sonuçlar Tablo 4.4’de gösterilmiştir.  

 

Tablo.4.4. Kör örnekte tükürük kortizolü sonuçları. 

 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

Ortalama  0,00135 

SD 0,00058 

 

LoB değeri, ortalama kör + 1,645 x SD formülü ile hesaplandı ve 0,0023 ng/mL olarak 

bulundu. 

LoD belirlemek için sinyal/gürültü (S/N) oranı kullanılmıştır. Sinyal/gürültü oranının 

3 olduğu konsantrasyon seviyesi 0,0034 ng/mL olarak tespit edildi ve bu seviye LoD 

olarak kabul edildi. 

Kantitasyon limiti, sinyal/gürültü (S/N) oranına dayalı olarak belirlenmiştir. 

Sinyal/gürültü oranının 10 olduğu konsantrasyon seviyesi 0,01 olarak tespit edildi ve 

kantitasyon limiti (LoQ) olarak kabul edildi. 

 

4.12.2.  Linearite çalışması 

   Linearite çalışması için yüksek konsantrasyondaki havuzdan 1/2- 1/4000 oranında 

seri dilüsyon yapıldı (Tablo 4.5). r=0,99 ve y=1,0133x+0,2014 bulundu.  
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 Tablo 4.5 Tükürük kortizolü için linearite çalışması sonuçları. 

Dilüsyon 
Beklenen tükürük kortizolü 

(ng/mL) Ölçülen tükürük kortizolü (ng/mL) 

0,5 60,9 62 

0,25 31,04 31 

0,1 10,66 12,4 

0,02 2,04 2,48 

0,01 1,12 1,24 

0,005 0,51 0,62 

0,002 0,25 0,24 

0,001 0,14 0,12 

0,0005 0,068 0,06 

0,00025 0,025 0,03 

 

Linearite grafiği Şekil 4.22'de görülmektedir. 

 

Şekil 4.22. Tükürük kortizolü linearite grafiği. 

Şekilden de görüldüğü gibi, tükürük kortizol ölçümü 0,03–62 ng/mL aralığında 

doğrusal bir ilişki göstermektedir.  
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4.12.3.  %Geri elde çalışması  

   Geri elde çalışması için 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL konsantrasyonlarındaki 

standart numuneler kontrollere eklendi; %Geri elde, geri kazanılan konsantrasyonun 

eklenen konsantrasyona oranının 100 ile çarpılması ile saptandı (Tablo 4.6).  

 

Tablo 4.6. Orta kortizol konsantrasyonlarında %geri elde sonuçları. 

  
Ölçülen 
(ng/mL) Beklenen(ng/mL)  %Geri elde 

St1(100 µL) + Kontrol(900 µL) 8,7 8,5 102 

St2 (100 µL) + Kontrol(900 µL) 9,64 11 88 

St3(100 µL) + Kontrol(900 µL) 19,38 21 92 

 

%Geri elde, düşük konsantrasyonda %102, orta konsantrasyonda %88, yüksek 

konsantrasyonda ise %92 olarak tespit edildi. Oransal hata sırasıyla, -0,01, 0,36 ve 

1,04 idi ve kabul edilebilir hatadan düşük bulundu.   

 

4.12.4. İnterferans çalışması 

   Deksametazon (1 mg/mL) ve kortizon (1 mg/mL) ile yapılan interferans 

çalışmasında % bias değerleri Tablo 4.7’te verilmiştir. 

Tablo 4.7. İnterferans çalışma sonuçları. 

    ortalama % bias 

Deksametazon (150 µL)  Spiked örnek 0,554 7,7 

  
Spiked edilmemiş 
örnek 0,515   

Kortizon (150 µL) Spiked örnek 0,67 17,1 

  
Spiked edilmemiş 
örnek 0,572   

 

İnterferans çalışmasında sabit hata Deksametazon için 0.03 ng/mLve kortizon için 

0,09 ng/mL olarak bulundu ve kabul edilebilir hatadan düşük olduğu izlendi.  
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4.12.5. Tekrarlanabilirlik Çalışması 

4.12.5.A. Çalışma içi tekrarlanabilirlik: Düşük, orta ve yüksek 

konsantrasyonlardaki tükürük havuzlarından her biri için toplamda 20 ardışık ölçüm 

gerçekleştirildi. Bu ölçümlerden ortalama, SD ve %CV değerleri hesaplandı (Tablo 

4.8).  

 

             Tablo.4.8. Çalışma içi tekrarlanabilirlik sonuçları. 

  
Ortalama(ng/mL) SD(ng/mL) %CV 

Düşük kortizol kontrolü 1,18 0,07 6,13 

Orta kortizol kontrolü 6,9 0,36 5,29 

Yüksek kortizol kontrolü 12,6 0,78 6,2 

 

Çalışma içi tekrarlanabilirlik düşük, orta ve yüksek konsantrasyonlarda <%7 olarak 

bulundu.  

 

Şekil 4.26 a.b.c’de düşük, orta ve yüksek tükürük havuzunda çalışma içi 

tekrarlanabilirlik sonuçları gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.23.a. Düşük tükürük kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik. 
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- 

Şekil 4.23.b. Orta tükürük kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.23.c. Yüksek tükürük kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik.  
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Çalışma içi tekrarlanabilirlik değerlendirmesinde, 2 ng/mL konsantrasyonundaki 

numune için SD 0,07 ng/mL ve %CV 6,13 olarak bulundu. 8 ng/mL 

konsantrasyonundaki numune için SD 0,36 ng/mL ve %CV 5,29; 16 ng/mL 

konsantrasyonundaki numune için ise SD 0,78 ng/mL ve %CV 6,2 olarak saptandı. 

Westgard tarafından kortizol için izin verilen toplam hata değeri %30 olarak 

belirtilmiştir.  

Düşük konsantrasyon için izin verilen hata değeri 2 ng/mL x 0,3 = 0,6 ng/mL dir. 

Bulunan SD 0.07 ng/ml idi. Hesaplanan Random hata (RE) 0,07 ng/mL x 4 = 0,28 

ng/mL olup, izin verilen hata değerinden düşüktür. Bu konsantrasyonda çalışma içi 

tekrarlanabilirlik kabul edilebilir düzeydedir. 

Orta kortizol konsantrasyonu için izin verilen hata değeri 8 ng/mL x 0,3 = 2,4 

ng/mL'dir. Bulunan SD 0,36’dır. RE 0.36 x 4 = 1,44 ng/mL olup, 2,4 ng/mL’nin 

altındadır. Bu konsantrasyonda, çalışma içi tekrarlanabilirlik kabul edilebilir 

düzeydedir. 

Yüksek kortizol konsantrasyonu için izin verilen hata değeri 16 ng/mL x 0,3 = 4,8 

ng/mL’dir. Bulunan SD 0.78’dir. RE 0,78 x 4 = 3,12 ng/mL olup, 4,8 ng/mL’nin 

altındadır. Bu konsantrasyonda, çalışma içi tekrarlanabilirlik kabul edilebilir 

düzeydedir. 

4.12.5.B. Günler arası tekrarlanabilirlik 

Günler arası tekrarlanabilirliği değerlendirmek amacıyla, düşük, orta ve yüksek 

konsantrasyona sahip spiked numuneler üzerinde analiz yapılmıştır. Bu numuneler, 5 

gün boyunca her gün 4 ardışık ölçüm yapılacak şekilde test edilmiştir. Her bir ölçümün 

ortalaması ve SD hesaplanmış ve ardından %CV değerleri belirlenmiştir (Tablo 4.9).  

Tablo.4.9. Günler arası tekrarlanabilirlik sonuçları. 

  Ortalama(ng/mL) SD(ng/mL) %CV 

Düşük kortizol kontrolü 1,41 0,14 5,62 

Orta kortizol kontrolü 8,6 0,4 4,7 

Yüksek kortizol kontrolü 14 0,46 3,2 
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Günler arası tekrarlanabilirlik düşük, orta ve yüksek konsantrasyonlarda <%6 olarak 

bulundu.  

 

Şekil 4.24. a., b. ve c’de düşük, orta ve yüksek tükürük havuzunda günler arası 

tekrarlanabilirlik sonuçları gösterilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.24.a. Düşük tükürük kortizol havuzunda günler arası tekrarlanabilirlik. 
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Şekil 4.24.b. Orta tükürük kortizol havuzunda günler arası tekrarlanabilirlik. 

 

 

Şekil 4.24.c. Yüksek tükürük kortizol havuzunda günler arası tekrarlanabilirlik. 
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4 = 0,56 ng/mL olup, izin verilen hata değerinden düşüktür. Bu konsantrasyonda 

çalışma içi tekrarlanabilirlik kabul edilebilir düzeydedir. 

Orta konsantrasyon (8 ng/mL) için SD 0,4 ng/mL ve %CV %4,7 olarak bulundu. İzin 

verilen hata değeri 8 ng/mL x 0,3 = 2,4 ng/mL dir. Hesaplanan RE ise 0,4 ng/mL x 4 

= 1,60 ng/mL olup, izin verilen hata değerinden düşüktür. Bu konsantrasyonda çalışma 

içi tekrarlanabilirlik kabul edilebilir düzeydedir. 

Yüksek konsantrasyon (16 ng/mL) için SD 0,46 ng/mL ve %CV, %3,2 olarak bulundu. 

İzin verilen hata değeri 16 ng/mL x 0,3 = 4,8 ng/mL olarak belirlenmiştir. RE 0,46 

ng/mL x 4 = 1,84 ng/mL olup, izin verilen hata değerinden düşüktür. Bu 

konsantrasyonda çalışma içi tekrarlanabilirlik kabul edilebilir düzeydedir. 

 

 

 

 

 

4.12.6.  Taşıma (Carry over) 

   Carry over deneyi iki gruba ayrıldı ve ölçümler belirtilen sıra ile yapıldı. Grup 

ortalamaları ve standart sapmalar hesaplandı (Tablo 4.10). Grup ortalamaları 

arasındaki farkın toplam müsaade edilen hatadan düşük olup olmadığı değerlendirildi. 

 

Tablo 4.10. Tükürük kortizol ölçümünde taşıma sonuçları. 
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Bias 0,012 ng/mL olarak bulundu; bu değerin kabul edilebilir hatadan düşük olduğu 

saptandı.  

4.12.7. Dondurup Çözmenin Etkisi  

Dondurup çözmenin örnek stabilitesine etkisini değerlendirmek için, düşük ve yüksek 

tükürük havuzları kullanıldı; ilk analiz sonuçları ile don-çöz işleminden sonra elde 

edilen sonuçlar karşılaştırıldı ve %bias hesaplandı. Elde edilen bulgular, Tablo 4.11 a 

ve b'de sunulmuştur. 

 

Örnek Sonuç(ng/mL) Grup1 sonuç(ng/mL) Grup2 sonuç(ng/mL)

Y1 11,81

Y2 11,54

D1 1,17 1,17

D2 1,16 1,16

D3 1,08 1,08

Y3 12,52

Y4 11,7

D4 1,29 1,29

D5 1,33 1,33

D6 1,17 1,17

Y5 13,07

Y6 13,53

D7 1,31 1,31

D8 1,34 1,34

D9 1,26 1,26

Y7 14,17

Y8 14

D10 1,37 1,37

D11 1,34 1,34

D12 1,39 1,39

Y9 15,94

Y10 14,86

D13 1,39 1,39

D14 1,45 1,45

D15 1,42 1,42

Ortalama 1,294 1,306

SD 0,122583305 0,086486993
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Tablo 4.11.a. Düşük kortizol havuzunda don-çöz etkisinin değerlendirilmesi. 

 

 

Düşük kortizol havuzunda ilk don-çözme sonrası %2,2 bias tespit edildi. İkinci don-

çözme sonrası %8,13 bias bulundu. Üçüncü ve dördüncü don-çözme sonrası ise 

sırasıyla %29,17 ve %40 bias tespit edildi. 

 

Tablo 4.11.b. Yüksek kortizol havuzunda don-çöz etkisinin değerlendirilmesi. 

Yüksek kortizol 
havuzu 

İlk sonuç 
(ng/mL) 

1 x don-
çöz 

2 x don-
çöz 

3 x don-
çöz 

4 x 
don-çöz 

% bias 

              

Örnek 1 10,47 10,87       3,82 

             

Örnek 2 11,3   12,4     9,73 

             

Örnek 3 11,45     16,3   42,36 

             

Örnek 4 11,37       16,28 43,18 

 

Yüksek kortizol havuzunda ise ilk don-çözme sonrası %3,82 bias tespit edildi. İkinci 

don-çözme sonrası %9,73 bias bulundu. Üçüncü ve dördüncü don-çözme sonrası ise 

sırasıyla %42,36 ve %43,18 bias tespit edildi. 

 

 

 

Düşük  kortizol  

havuzu

İlk sonuç 

(ng/mL)

1 x don-

çöz

2 x don-

çöz

3 x don-

çöz

4 x don-

çöz

% bias

Örnek 1 1,09 1,12 2,75

Örnek 2 1,23 1,33 8,13

Örnek 3 1,2 1,55 29,17

Örnek 4 1,2 1,68 40
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4.12.8. Matriks Etkisi Çalışması  

   Tükürük kortizol ölçümünde matris etkisini araştırmak için üç farklı 

konsantrasyondaki (5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL) tükürük standartı, iki gruba 

ayrıldı ve bir gruba ekstraksiyon uygulanırken diğer gruba uygulanmadan kortizol 

ölçümleri yapıldı. Aşağıdaki formül kullanılarak matris etkisi hesaplandı (Tablo 4.12). 

% ME= (Ekstrakte edilen örnek pik alan / Ekstrakte edilmeyen örnek pik 

alanı) -1 x 100  

 

Tablo 4.12. Tükürük kortizol ölçümünde matris etkisi. 

 Pik alanı  

  Ekstrakte edilmeyen Ekstrakte edilen %Matriks etkisi 

Standart-1 8.862 9.078 2,43 

Standart-2 3.712 3.544 -4,52 

Standart-3 2.108 2.371 12,4 

 

 

   Matriks etkisi, düşük konsantrasyonda %2,43, orta konsantrasyonda %-4,52, yüksek 

konsantrasyonda ise %12,4 olarak bulundu. Bu sonuçlar, 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 

ng/mL konsantrasyonlarında önemli bir matriks etkisinin olmadığını göstermektedir. 

%Matriks etkisi %15’in altında olduğu saptandı. 

 

4.12.9. Örnek Stabilite Çalışması 

  Örnek stabilite çalışması için düşük ve yüksek konsantrasyondaki tükürük havuzu 

örnekleri -80°C, -20°C ve 4°C’de saklandı ve 48. Saat, 7. gün ve 30. günde kortizol 

ölçüldü.  Sonuçları ve hesaplanan %bias değerleri Şekil 4.25 a ve b’de sunulmuştur. 
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Şekil 4.25.a. Düşük tükürük kortizol havuzu için örnek stabilitesinin 

değerlendirilmesi. 

 

 

 

 

Şekil 4.25.b. Yüksek tükürük kortizol havuzu için örnek stabilitesinin 

değerlendirilmesi. 
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Örnek stabilitesi düşük tükürük kortizolü için 4°C’de bias, ilk 48 saatte %5 iken, 7. 

günde %31 ve 30. günde %48 olarak saptandı; , -20°C’de bias, ilk 48 saatte %3 iken, 

7. günde %23 ve 30. günde %34 olarak bulundu., -80°C’de  ortalama bias, ilk 48 

saatte %1,6 iken, 7. günde %17 ve 30. günde %31 olarak saptandı. 

Benzer şekilde, örnek stabilitesi yüksek tükürük kortizolü için, 4°C’de bias, ilk 48 

saatte %2,8 iken, 7. günde %34 ve 30. günde %40 idi. , -20°C’de bias ilk 48 saatte 

%2,5 iken, 7. günde %26 ve 3. günde %37 olarak sbulundu., -80°C’de ortalama bias 

ilk 48 saatte %0,4 iken, 7. günde %10 ve 30. günde %31 olarak saptandı. 

Bu sonuçlar, tükürük örneklerinde kortizol ölçümünün örnek toplanmasından itibaren 

ilk 48 saat içinde yapılması gerektiğini göstermektedir.   
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5. TARTIŞMA  

 

  Santral AY yaşamı tehdit eden bir hastalıktır ve ACTH üretimi yetersiz olduğunda ve 

düşük kortizol seviyelerine yol açtığında ortaya çıkar. Kortikosteroidler stres ve 

inflamatuar koşullar altında birçok metabolik yanıt için hayati önem taşıdığından, 

santral AY’nin erken tanısı ve hızlı tedavisi hayati önem taşır.  Ancak, santral AY tanısı 

kolay değildir. Ayrıca santral AY'nin doğru tanımlanması, yanlış tedavilerin ve 

komorbiditelerin önlenmesi açısından da önemlidir.  

Klinik kılavuzlara göre sabah bazal kortizol ölçümü ilk basamak testidir; ancak altın 

standart, provokatif testlerdir. En yaygın kullanılan test ACTH stimülasyon testidir. Bu 

çalışmada, düşük doz ACTH testi uygulanan 1-18 yaş arası şüpheli santral AY 

hastalarının kesin tanısında, tükürük kortizol ölçümü için hassas ve spesifik kütle 

spektrometre metodu geliştirildi laboratuvara kazandırıldı ve analitik doğrulaması 

yapıldı. 

 

Düşük doz ACTH testi (LDT), özellikle çocuklar için kolay ve güvenilir bir testtir. 

Endokrinoloji polikliniklerinde düşük ve yüksek doz ACTH testi HPA eksenini 

değerlendirmede yaygın olarak kullanılmaktadır. Yapılan önceki metananliz ve 

çalışmalar (44,45), yüksek (250 µg) ve düşük (1 µg) doz ACTH stimülasyon testlerinin 

benzer tanısal doğruluğa sahip olduğunu bildirmiş olsa da Ceccato ve arkadaşları, 

yüksek doz ACTH kullanıldığında adrenal yanıtın korunabileceğini ve yanlış negatif 

sonuçlara neden olabileceğini belirttiler (46). Kazlauskaite ve arkadaşları 1966-2006 

yıllarını kapsayan bir meta-analizde düşük ve standart doz ACTH testlerinin tanısal 

doğruluğunu karşılaştırdılar ve AUC'yi sırasıyla 0.92 (95% CI, 0.89–0.94) ve 0.79 

(95% CI, 0.74–0.84) olarak buldular; buna göre düşük doz ACTH testinin AY tanısında 

daha üstün olduğunu bildirdiler (47). Hastanemizde çocuk hastalara LDT 

uygulanmaktadır. Bu nedenle, bu çalışmada LDT yapılan çocuk hastaların 0., 20., 30. 

ve 40. dakikalardaki tükürük kortizol yanıtı değerlendirildi. Pik serum kortizolü <19.8 

µg/dL (546 nmol/L) olan hastalar AY olarak tanımlandı. 
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Tükürük kolay toplanabilen bir biyolojik materyaldir. Tükürük kortizolü, dolaşımdaki 

kortizolün %5-8 oranındaki serbest fraksiyonunu yansıtır (48,55). Tükürük kortizolü 

serum CBG konsantrasyonundan etkilenmez (49, 50). Bu nedenle özellikle çocuklar, 

yaşlı ve kan örneği alınması zor hastalar için ve ayrıca kortizol bağlayıcı proteinini 

etkileyen ilaç kullanan hastalar için uygun bir materyaldir. Örnekler oda sıcaklığında 

haftalarca stabil kalabilir (51) ve kortizol konsantrasyonu tükürük akış hızından 

bağımsızdır (52,53,54). Bu sebeplerle, bu çalışmada çocuk hastalardan tükürük 

örnekleri prosedüre uygun şekilde alınarak kortizol ölçümünde kullanıldı. 

 

Çalışmamızda HPA eksenini değerlendirmek için ilk olarak kontrol ve santral AY 

grubunda sabah erken serum kortizolü ölçüldü ve santral AY grubunda anlamlı düşük 

olduğu saptandı. (p<0,001). Bazal plazma ACTH düzeylerinin santral AY grubunda 

beklendiği şekilde anlamlı derecede düşük olduğu bulundu (p<0,0054). Bunun yanı 

sıra, 24 saatlik idrar serbest kortizolünün anlamlı derecede düşük olması da rezervlerin 

yetersiz olduğunu gösterdi (p<0,001). 

Bu çalışmada tükürük kortizol ölçümü için sensitif bir LC-MS/MS metodu geliştirildi 

ve LDT’ye tükürük kortizol pikinin hasta ve kontrol grubunun>%95’inde 40. dakikada 

olduğu saptandı; kalanlarda ise 30. dakikada izlendi. Sadece hasta grupta, 3 hastada 

20. dakikada tükürük kortizol piki saptandı.  

 

Santral AY tanısı için ACTH testi yapılan hastalarda, kütle spektrometresi ile tükürük 

kortizol yanıtını değerlendiren az sayıda çalışma literatürde bildirilmiştir: 

Perogamvros ve arkadaşları, yüksek (250 µg) doz ACTH testi uygulanan hastalarda 

(konjenital adrenal hiperplazisi olan, kronik glukokortikoid tedavisi alan, hipofiz veya 

adrenal cerrahisi geçiren) tükürük kortizol ölçümünün yüksek seçicilik ve duyarlılığa 

sahip olduğunu bildirdiler (56). El-Farhan ve arkadaşları, standart (250 µg) doz ACTH 

testi uyguladıkları hastalarda tükürük kortizolünü GC-MS ile ölçtüler ve avantajlarını 

göz önüne alarak santral AY tanısı için önerdiler (57). Bir diğer çalışmada AY tanısı 

için standart (250 µg) ve düşük (1 µg) doz ACTH testlerinde tükürük ve serum kortizol 

pikinin 60. dakikada olduğu bildirildi (58).  Bu bulgular, bizim sonuçlarımız ile 

uyumludur.  
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Çalışmamızda ayrıca LDT’ye tükürük kortizolü ile serum kortizolü ile arasındaki 

uyum araştırıldı. LDT’nin tüm dakikalarında tükürük kortizolü ile serum kortizolü 

arasında güçlü bir korelasyon bulundu (r=0,83, p<0,001); pik değerlerde ise orta 

derecede bir korelasyon saptandı (r=0,65, p<0,001). Kim ve arkadaşları, tükürük 

kortizolü ile yüksek doz (250 µg) stimülasyon sonrası ve bazal serum kortizolü 

arasında anlamlı korelasyon bildirdiler; r² değerleri sırasıyla 0,75 ve 0,53 (p<0,001) 

idi (59). Bir başka çalışmada, LDT uyguladıkları tükürük kortizolü ile serum kortizolü 

arasında eksponansiyel modelde lineer modele göre daha yüksek korelasyon olduğu 

gösterildi (sırasıyla r² = 0,83 ve r² = 0,64, p<0,0001) (56).  

Elder ve arkadaşları, yüksek ve düşük doz Synacthen uygulaması sonrası 60. dakikada 

güçlü bir korelasyon bildirdiler (r = 0,89, p<0,001) (58). Bir diğer çalışmada, Tan ve 

arkadaşları, yüksek (250 µg) doz stimülasyonun ardından tükürük kortizolü ile serum 

kortizolü arasında güçlü korelasyon saptadılar ve tüm zaman noktalarında, pik 

düzeyde ve 60. dakikada r² değerlerini sırasıyla 0,74, 0,72 ve 0,72 buldular (p<0,001) 

(60). Tüm bu bulgular, bizim sonuçlarımızla uyumludur. 

 

Bu çalışmada, tükürük kortizol ölçümünün tanısal doğruluğunu değerlendirmek üzere 

LDT’nin 0.,20.,30. ve 40. dakikaları, pik düzeylerde ve tüm dakikalar için ROC analizi 

yapıldı.   40. dakika tükürük kortizol seviyeleri için AUC 0,82 (95% CI, 0,71–0,93) 

iken, pik düzeylerde 0,74 olarak bulundu (95% CI: 0,616–0,87). Youden indeksi 

kullanılarak türetilen kesim değeri ilkinde 12 nmol/L (%82 duyarlılık ve %77 

özgüllük) ve pik düzeyde 11,99 nmol/L (%78 duyarlılık ve %74 özgüllük) olarak 

saptandı. Hem 40. dakikada hem de pik kortizol seviyeleri için elde edilen kesim 

değerinin çok yakın (12 nmol/L) olduğu görülmektedir. Bu bulgular hipotalamus-

hipofiz-adrenal eksenini değerlendirmede tükürük kortizolünün tandem MS ile 

ölçümünün yüksek tanısal doğruluğa sahip olduğunu göstermektedir.  

 

Çalışmamızda, LDT’nin 40. dakikasında elde edilen 12,0 nmol/L tükürük kortizol 

kesim değeri santral AY tanısı için yüksek tanısal duyarlılık ve özgüllük gösterdi. 

Cornes ve arkadaşları, AY şüphesi olan ve 250 µg ACTH verilen erişkin hastalarda, 

550 nmol/L'lik pik serum kortizol değerini kullanarak AY'yi tanımladılar ve 40. 

dakikada tükürük kortizolü için kesim değerini 15 nmol/L olarak bildirdiler (61). Bir 
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başka çalışmada, Langelaan ve arkadaşları, AY şüphesi olan ve intravenöz yüksek (250 

µg) doz ACTH uygulaması yapılan 129 hastada, AY tanısını 550 nmol/L pik serum 

kortizol değerlerine göre koydular ve AY tanısı için 60. dakikada tükürük kortizolü 

kesim değerini 15,6 nmol/L olarak bildirdiler (55).  

Bir diğer çalışmada, 250 µg Synacthen testi sırasında serum ve tükürük kortizol 

seviyeleri arasında, 550 nmol/L serum kortizol kesim değeri alınarak, iyi bir 

korelasyon olduğu gösterildi ve AY tanısı için 60. dakikada 16,0 nmol/L'lik bir tükürük 

kortizol kesim değeri önerildi (60). AY şüphesi olan ve 250 µg ACTH verilen 120 

hastayı içeren bir başka çalışmada, pik serum kortizol değeri >496,8 nmol/L olanlar 

AY olarak tanımlandı ve tükürük kortizolü için 13,2 nmol/L'lik bir kesim değeri 

bildirildi; duyarlılık %90,7 idi (59).  

 

Bu çalışmalardaki kesim değerlerinin bizim tespit ettiğimiz değere yakın ancak biraz 

daha yüksek olduğu görülmektedir. Bu farklılığın nedeni, bu çalışmaların tümünde 

yüksek doz ACTH testi uygulanması olabilir. Ayrıca tükürük kortizol ölçüm 

yöntemlerindeki farklılıklar ya da AY tanımlarındaki farklılıklar da bir başka neden 

olabilir.   

Bu çalışma gösterdi ki, LDT’nin 40. dakikasında tükürük kortizolünün 12,0 

nmol/L'den büyük olması, santral AY'yi dışlamak için yeterli olabilir. Bu kesim 

değerinin kullanılması, şüpheli AY vakalarında gereksiz tedavilerin önlenmesi 

açısından da önemli olabilir.  

Ayrıca, elde edilen veriler göz önüne alındığında, LDT sırasında sadece bazal ve 40. 

dakikadaki tükürük kortizol düzeylerinin ölçümünün, daha hızlı ve kolay santral AY 

tanısı konmasında etkin olabileceği düşünülebilir. 

 

 

Bu çalışmanın önemli hedeflerinden biri, tandem MS ile tükürük kortizol ölçümünün 

analitik performansının değerlendirilmesiydi ve CLSI kurallarına uygun olarak 

gerçekleştirildi.  
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Linearite çalışmasında yüksek tükürük havuzu ile hazırladığımız standart ile linear 

aralığın 0,03- 62 ng/mL olduğunu tespit ettik. Korelasyon katsayısını 0,99 bulduk. S/N 

oranının 3 olduğu konsantrasyonu tayin limiti (LoD) olarak belirledik (0,0034 ng/mL). 

Kantitasyon limiti (LoQ) olarak ise S/N oranının 10 olduğu konsantrasyonu aldık (0,01 

ng/mL). Böylece tükürük kortizolü için alt ölçüm limitlerini tespit ettik.  

 

Metot kesinliğini saptamak için tekrarlanabilirlik çalışmaları yapıldı. Bu çalışmalar 

lineer aralıkta, düşük, orta ve yüksek konsantrasyonlardaki tükürük havuzları 

kullanılarak yapıldı. Çalışma içi tekrarlanabilirlik için %CV değeri düşük, orta ve 

yüksek konsantrasyonda sırasıyla %6,1, %5,2 ve %6,2 olarak hesaplandı. Günler arası 

tekrarlanabilirlik için %CV, aynı konsantrasyonlarda %5,6, %4,7 ve %3,2 olarak 

hesaplandı. Hem çalışma içi ham de günler arası tekrarlanabilirliğin kabul edilebilir 

hatadan düşük olduğu saptandı. 

Son konsantrasyonu lineer aralığı kapsayacak şekilde düşük, orta ve yüksek 

konsantrasyonlardaki tükürük havuzu ile geri elde çalışması yapıldı ve %geri elde 

sırasıyla %102, %88 ve %92 bulundu.  Oransal hata sırasıyla -0,01, 0,36 ve 1,04 olarak 

tespit edildi ve tümünün kabul edilebilir hatadan düşük olduğu saptandı. 

Deksametazon ve kortizon ile yapılan interferans çalışmasında ise bias, sırasıyla, %7 

ve %17 olarak bulundu. Sabit hata Deksametazon için 0,039 ng/mL ve kortizon için 

0,098 ng/mL olarak hesaplandı ve kabul edilebilir hatadan düşük olduğu tespit edildi. 

Kütle spektrometrik ölçümde, ekstrakte edilmiş tükürük örneklerinin ölçüm sırasında 

birbirini etkileyip etkilemediğini saptamak için yapılan 'carry over' çalışmasında, bias 

0,012 ng/mL olarak tespit edildi ve kabul edilebilir hatanın altında bulundu. Yani, hasta 

sonuçlarını etkileyecek ölçüde bir taşıma etkisi saptanmadı. 

Dondurup çözdürmenin örnek stabilitesine etkisini incelemek için düşük ve yüksek 

konsnatrasyondaki tükürük havuzu ile 4 defa don-çöz yapıldı. Bias düşük 

konsantrasyonda %2,7, %8,1; %29,1 ve %40 iken, yüksek konsantrasyonda %3,8, 

%9,7, %42 ve %43 olarak saptandı. Bias değerleri %10'un altında olduğu için, tükürük 

örneklerinin en fazla 2 defa don-çöz yapılması önerilir. 
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Düşük, orta ve yüksek konsantrasyonlardaki tükürük havuzunda matriks etkisi 

sırasıyla %2,3, %-4,57 ve %12,4 olarak bulundu; %Matriks etkisi %15’in altında 

olduğu saptandı, bu da aktif karbonla muamele edilmiş insan tükürük örneğinden 

yapılan kortizol ölçümünün güvenilirliğini ve doğruluğunu desteklemektedir.   

Stabilite çalışmasında, düşük ve yüksek tükürük kontrol örnekleri -80°C, -20°C ve 

4°C'de saklandı ve 48. saat, 7. gün ve 30. günde kortizol düzeyleri ölçüldü. Düşük 

kontrolde 48. saatte -80°C’de bias %1,6, -20°C’de %3 ve 4°C’de %5 iken, 30. günde 

bias sırasıyla %31, %34 ve %48 bulundu. Yüksek kontrol için de benzer sonuçlar 

izlendi. Bu sonuçlar, tükürük örneklerinde kortizolün ilk 48. saatte ölçülmesi 

gerektiğini, saklanması gerekli olan durumlarda mutlaka -80°C’de saklanması 

gerektiğini göstermektedir.   

Elde edilen bütün bu kanıtlar LC-MS/MS tükürük kortizol yönteminin analitik 

performansının yeterli olduğunu ve rutin klinik laboratuvarlarda güvenilir şekilde 

kullanılabileceğini göstermektedir.  

Bu kohort, pik tükürük kortizol (40.dakika) seviyelerinin AY tanısı için yüksek 

duyarlılık ve özgüllüğe sahip olduğunu göstermektedir.  

İlginç bir şekilde, erken sabah tükürük kortizol düzeyleri santral AY grubunda ve 

kontrol grubunda anlamlı farklılık göstermiş olup yüksek bir tanısal duyarlılığa (%76) 

sahipti. Bu nedenle, sabah erken saatlerde yapılan tükürük kortizol ölçümü, ACTH 

testine ihtiyaç olup olmadığını belirlemede önemli bir rol oynayabilir. 

Elde edilen kanıtlara göre, hassas ve özgül LC-MS/MS metodu ile tükürük kortizol 

ölçümünün HPA eksenini değerlendirmede çocuklarda serum kortizolüne iyi bir 

alternatif olabileceği ileri sürülebilir.  Bu bağlamda, yeni bir algoritma öneriyoruz 

(Şekil 5.1). 
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Şekil 5.1. HPA eksenini değerlendirmede algoritma. 
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Kısaca, bir çocuk hastada santral AY şüphesi varsa, sabah erken bazal serum kortizol 

ölçümü ilk basamak test olarak uygulanmalıdır. Eğer bazal serum kortizol seviyesi 550 

nmol/L’nin üzerinde ise santral AY tanısından uzaklaşılabilir. Ancak bu eşik değerin 

altında bir serum kortizol düzeyi saptanırsa, sabah erken tükürük kortizol ölçümü 

yapılabilir. Eğer sabah tükürük kortizol seviyesi 4,6 nmol/L’nin üzerinde ise santral 

AY tanısından uzaklaşılır. Bu düzeyin altında tükürük kortizol ölçümü bulunursa, 

ACTH stimülasyon testi yapılmalıdır. ACTH stimülasyon testi sonucunda pik serum 

veya tükürük kortizol konsantrasyonları tanıyı belirleyecektir.  

Ayrıca, bazal tükürük kortizol ölçümü, ACTH stimülasyon testi için hastaları 

belirlemek amacıyla da kullanılabilir. 

Plazma (veya tükürük) kortizolü eşik değerin altında olan hastalara kılavuzlara göre 

ACTH stimülasyon testi uygulanır (62). 

 

Bu çalışmadaki bir diğer hipotez ‘‘plazma DHEA ve DHEA-S konsantrasyonunun 

düşüklüğü erken dönem santral AY tanısı için önemlidir” hipotezi idi.  

Bu çalışmada, HPA ekseni sağlam grupta ve santral AY grubunda bazal plazma DHEA 

ve DHEA-S konsantrasyonları tandem MS yöntemiyle tayin edildi. Analitik aralık 

sırasıyla, 15-85,290 μg/dL ve 0,1-500 ng/mL idi. Ölçüm sensitivitesi ise 1,5 ng/mL ve 

0,1 ng/mL idi. Her iki grup arasında bazal DHEA-S ve DHEA düzeyleri arasında 

anlamlı fark olup olmadığı araştırıldı ve ayrıca plazma DHEA-S'nin santral AY erken 

tanısında tanısal doğruluğu araştırıldı.   

 

DHEA-S, dolaşımdaki en yüksek konsantrasyona sahip steroid hormondur ve 

genellikle 20-30 yaşları arasında en yüksek seviyesine ulaşır; yaşla birlikte azalır. 

Neunzig ve arkadaşları, DHEA-S'ın steroid hormon sentezinin ilk basamağını stimüle 

ettiğini gösterdi.  
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Şekil 5.2 Steroid hormon sentezi. 

 

CYP11A1, kolesterolün pregnanolona dönüşümünü sağlayan ve steroid sentezinde hız 

kısıtlayıcı basamak olan önemli bir enzimdir. Bu nedenle, steroid sentezinin 

regülasyonu için hedef enzimdir (63). 

 

Adrenal androjenler, başlıca ACTH'nin regülasyonu ile zona retikülariste 

sentezlenirler. Bu nedenle, adrenal androjen ölçümü HPA aksının bütünlüğünü 

değerlendirmede alternatif bir yöntem olabilir.  

 

Önceki çalışmalarda, DHEA-S ölçümünün santral AY tanımlanmasında önemli 

olabileceği bildirildi (64). 1987’de Yamaci ve arkadaşları 84 santral AY hastasında 

serum DHEA-S düzeylerinin %95’inde düşük olduğunu saptadılar. Sekonder AY olan 

hastalarda serum DHEA-S seviyelerinin azalmasının kortizol seviyelerine göre daha 

fazla olduğunu buldular. Araştırmacılar, serum DHEA-S düşmesinin sekonder AY’de 

yetersiz ACTH salgılanmasını yansıttığını ileri sürdüler ve serum DHEA-S ve 

kortizolün eş zamanlı ölçümünün sekonder AY tanısı için yararlı olacağını ileri 

sürdüler.   
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Amaretti ve arkadaşları, 24 hipopituitarik hastada düşük (1 µg) doz ve standart (250 

µg) doz ACTH stimülasyonu sonrası serum kortizol, DHEA ve aldosteron yanıtlarını 

incelediler. Santral AY olan hastalarda, kontrollere göre serum kortizol ve DHEA 

düzeylerinin düşük olduğunu gözlemlediler ve bunun, kortikotropin eksikliğinden 

kaynaklanan adrenal fonksiyon bozukluğu olduğunu bildirdiler. Aynı çalışmada, 

aldosteron düzeylerinde bir değişiklik gözlenmedi.  

 

DHEA ve DHEA-S, adrenal korteksin zona retikülarisinde çocukluk döneminde 

sentezlenir ve ilk kez 1943 yılında idrarda 17-keto steroidler olarak Talbot tarafından 

tespit edilmiştir. Adrenarş, hayatın ilk beş yılında başlayan bir süreçtir (65).  

DHEA sentez ve metabolizması, 17,20-liyaz, 17-α hidroksilaz, 3 beta-hidroksisteroid 

dehidrogenaz 2 (3β-HSD2) ve DHEA-sülfotransferaz enzimleri ile düzenlenir. İlk iki 

enzim, steroidogenezi adrenarş süresince artırır. 17,20-liyaz, androjen üretimi için 

gereklidir. Yaklaşık 40 yıl önce, kortizolün adrenarşın başlaması ile ilişkili olduğu 

hipotezi ortaya atıldı. Kahri ve arkadaşları, 1989 yılında primer adrenal kortikal hücre 

kültürlerinde yüksek doz kortizol ile muamele edilmesinin androjen sentezini 

artırdığını gösterdiler (66). 

Bu çalışmada, bazal plazma DHEA-S konsantrasyonunun santral AY grubunda HPA 

sağlam gruba göre anlamlı derecede düşük olduğu saptandı (p<0,001). 

Santral AY varlığında serum DHEA düzeylerinin düşük olduğu ve bunun santral AY 

tanısında önemli bir rol oynayabileceği bildiren başka çalışmalar da mevcuttur. 

Kassem ve arkadaşları, santral AY tanısında serum DHEA-S ve DHEA düzeylerinin 

önemli rolünü vurguladılar. Ayrıca, araştırmacılar, yaş ve cinsiyet uyumlu serum 

DHEA ve DHEA-S düzeylerinin, sağlam adrenal korteks fonksiyonunun bir göstergesi 

olabileceğini ileri sürdüler (67). 

Fischi ve arkadaşları, yaş ve cinsiyet uyumlu Z-skoru kullanarak serum DHEA-S 

değerlerinin HPA fonksiyonunu yansıtmadaki etkinliğini araştırdılar. HPA fonksiyonu 

normal olmayan bireylerde düşük DHEA-S Z-skoru bildirdiler. Hipofiz tümörü olan 

hastalar ve gençlerde DHEA-S Z-skorunun, HPA ekseninin bütünlüğünün 

değerlendirilmesinde kullanılabileceğini önerdiler (68). 
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2003 yılında yapılan bir çalışmada, LDT yapılan santral AY hastalarında normal 

kortizol yanıtına rağmen düşük plazma DHEA düzeyleri saptandı. Aynı çalışmada, yaş 

ve cinsiyet uyumlu DHEA-S düzeylerinin santral AY'yi ekarte etmede %100 

duyarlılığa sahip olduğu bildirildi (64). 

Çalışmamızda ayrıca LDT yapılan çocuklarda bazal plazma DHEA-S’ın tanısal 

doğruluğunu saptamak için ROC analizi gerçekleştirdik ve AUC değerini 0,80 (CI 

0,679-0,912) tespit ettik. Böylece, bu çalışmadaki verilere göre, %77 duyarlılık ve 

%92 özgüllüğe sahip 17,5 µg/dL bir kesim değeri belirledik.  

2003 yılında Nasrallah ve arkadaşları, anormal HPA eksenine sahip grupta düşük 

DHEA-S düzeyleri belirlediler ve düşük serum DHEA-S düzeylerinin sağlam olmayan 

HPA eksenini yansıttığını ileri sürdüler (69).  Tanısal doğruluk çalışmasında AUC 

değerini 0,98 (CI 0,962-1,00) olarak belirlediler ve 19,6 µg/dL kesim değeri önerdiler. 

Bu çalışmada tespit edilen kesim değeri bizim bulduğumuz değere yakın olduğu 

görülmektedir.  

 

Ayrıca, bu çalışmada bazal plazma DHEA düzeylerinin santral AY grubunda 

kontrollere göre anlamlı olarak düşük olduğu tespit edildi (p<0,001). 

Klinik uygulamalarda kardiyoloji ve diğer kliniklerde kronik hastalıkların tanı ve 

takibi için kortizol/DHEA oranı önerilmiş ve kullanılmıştır (70,71); bu oran “molar 

kortizol oranı” olarak da ifade edilmektedir.  

Kassem ve arkadaşları, santral AY hastalarında bazal ve stimüle edilmiş serum DHEA 

ve kortizol düzeylerini değerlendirmek için molar kortizol/DHEA oranını önerdiler. 

Araştırmacılar, HPA ekseni sağlam olan bireylerde bu oranın düşük olduğunu, ancak 

AY varlığında oranın yükseldiğini ve düşük doz ACTH stimülasyon testi (LDT) 

sonrasında daha da anlamlı bir artış gösterdiğini belirttiler (67).  

Biz de çalışmamızda bazal plazma DHEA düzeylerini tayin ettikten sonra bazal 

kortizol/DHEA oranını hesapladık. Bu oranın HPA ekseni sağlam olan bireylerde 

düşük olduğunu, ancak santral AY grubunda anlamlı derecede yüksek olduğunu 

gözlemledik (p<0,001). Çalışmamızda düşük doz ACTH testinin 20., 30. ve 40.  
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dakikalarında DHEA ölçümü yapılmadığı için stimülasyon sonrası kortizol/DHEA 

oranı belirlenmedi. 

HPA ekseni sağlam değilse, bu oran bazal değerlere göre yüksek olacak ve ACTH 

stimülasyonu sonrası bu yükseklik daha da artacaktır. Bu oranın kullanımı, HPA 

fonksiyonunu değerlendirmede basit ve kullanışlı bir yöntem olabilir, tıpkı daha önce, 

kronik hastalıkların takibinde olduğu gibi. Ayrıca, bu oran adrenal rezervin 

belirlenmesinde de önemli olabilir (72). 

Benzer bulgular primer adrenal yetmezlikte de gözlemlendi. Zira, adrenal androjenler 

glukokortikoidlerden daha önce azalmaktadır (73,74). 

Topor ve ark. fizyolojik konsantrasyonlarda kortizolün DHEA sekresyonunu stimüle 

ettiğini insan adrenokortikal hücrelerinde in vitro olarak göstermişlerdir. Bu artış doz 

bağımlıdı; yani AY durumunda azalmış kortizol sekresyonu, 3 beta- hidroksisteroid 

dehidrogenaz (3β- HSD2) aktivitesini artırır ve sonuç olarak DHEA sekresyonunu 

düşürür (75). 

Santral AY durumunda, ortalama bazal ve LDT sonrası serum DHEA düzeyleri 

düşüktür; DHEA-S düzeyleri de benzer şekilde düşüktür. Kassem ve arkadaşları, yaş 

ve cinsiyet uyumlu normal serum DHEA ve DHEA-S düzeylerinin sağlam HPA 

ekseninin fonksiyonunu gösterdiğini bildirdiler. 

DHEA ve DHEA-S, adrenal kortekste kortizol ile senkronize olarak salgılanır. Sağlıklı 

bireylerde, Cosyntropin uygulaması serum kortizol ve DHEA düzeylerini eş zamanlı 

olarak artırır ve bu artış doz bağımlıdır. (76, 77). DHEA-S’in yarı ömrü 20 saattir ve 

diurnal ritmden etkilenmez. DHEA’nın yarı ömrü ise 1-3 saattir ve kortizolden çok 

daha az diurnal ritm gösterir (78, 79, 80).  

Santral AY şüphesiyle LDT uygulanan hastalarda plazma DHEA ölçümü, santral AY 

tanısına yardımcı olabilir. Çalışmamızın sonuçları, bazal plazma DHEA ölçümünün ve 

kortizol/DHEA oranının, LDT uygulanan çocuk hastalarda santral AY’nin 

tanımlanmasında etkin olabileceğini ortaya koymaktadır. Bu veriler, DHEA ve DHEA-

S'in HPA eksenini değerlendirmede önemli olduğunu ve santral AY düşünülen 

çocuklarda laboratuvar istemlerine eklenebileceğini göstermektedir. 
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Bu çalışmanın güçlü yönlerinden biri, tükürük kortizolünün altın standart olan yüksek 

duyarlılıklı tandem MS metodu ile ölçülmüş olmasıdır. Bu sayede immunölçümlerle 

kortizol ölçümünü interfere edebilecek olaylar ekarte edilmiştir. 

Çalışmanın diğer bir güçlü yanı, plazma DHEA ve DHEA-S düzeylerinin her iki 

grupta da ölçülmesi ve böylece santral AY tanısındaki rollerinin belirlenmesidir. 

Santral AY, düşük doz ACTH'ye göre tanımlanmıştır. Klinik kılavuzlara göre, LDT'nin 

30. veya 40. dakikasında 550 nmol/L'den düşük bazal serum kortizol düzeyleri santral 

AY olarak tanımlanmıştır. 

Bir diğer güçlü yönü ise tükürük örneklerinin güvenilir bir yöntemle toplanmış 

olmasıdır. Önceki bir çalışmada, güvenilir ve uygun bir aparat ile tükürük toplamanın 

daha yüksek prediktif etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (81). 

 

Çalışmaya dahil edilen hasta sayısının beklenenden daha az olması çalışmamızın en 

önemli sınırlamasıdır; bu durum, prospektif çalışma süresi ile ilişkilidir. Diğer bir 

sınırlama ise, 63 çocuğun tümünde 24 saatlik idrar toplanamaması ve bu nedenle idrar 

serbest kortizol ölçümünün tüm hastalarda yapılamamasıdır. İdrar serbest kortizolü, 

adrenal rezervi değerlendirmede önemli bir göstergedir. 

 

Bu çalışmanın önemli bir çıktısı, kütle spektrometrisi kullanılarak tükürük kortizol 

ölçümünün klinik bir test olarak rutin çalışmaya sunulmasıdır. Böylece, hastalarda, 

özellikle çocuklarda, daha hızlı, kolay ve yüksek doğrulukla santral AY tanısı konması 

sağlanabilir. 
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6. SONUÇ 

 

 

  Bu çalışmada, tükürük kortizol ölçümü için yüksek seçicilik ve özgüllüğe sahip bir 

kütle spektrometri yöntemi geliştirildi ve analitik olarak doğrulandı.  Elde edilen 

sonuçlara göre, tükürük kortizolü için 40. dakikada 12,0 nmol/L eşik değeri 

belirlenmiş olup, bu değer yanlış pozitif sonuçları azaltmak için uygun bir değerdir. 

  Santral AY den şüphelenilen ve LDT yapılan hastalarda serum kortizol ölçümüne 

alternatif bir yöntem olarak tükürük kortizol ölçümü kullanılabilir.  

Tükürük hem kolay toplanabilen hem de serbest kortizol düzeyini daha iyi yansıtan 

bir biyolojik örnektir. Bazal tükürük kortizol ölçümü, LDT'nin uygulanıp 

uygulanmaması kararında önemli bir rol oynayabilir ve LDT'nin doğruluğunu 

artırabilir. Bu avantajlar göz önüne alındığında, çocuklarda ve serumda kortizol 

bağlayıcı proteinin etkilenmiş olduğu hastalarda tükürük kortizol ölçümünün klinikte 

kullanımı daha uygun olabilir. 

Bu çalışmada elde edilen kanıtlara göre, santral AY tanısı için tükürük kortizolünün 

de dahil olduğu yeni bir algoritma öneriyoruz.  

Ayrıca, bu çalışma bazal plazma DHEA ve DHEA-S ölçümünün HPA eksenini 

değerlendirmede önemli olduğunu gösterdi; o nedenle santral AY düşünülen 

çocuklarda tanısal algoritmaya eklenebilir.   
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