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OZET

Nigar Abdullazada, Santral Adrenal Yetmezlik Tanmisinda Tiikiiriik Kortizol
Olciimiiniin Gelistirilmesi ve Serum DHEA ile DHEA-S Diizeylerinin Roliiniin
Tayini, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal,
Tipta Uzmanhk Tezi. Ankara, 2024 ;BAP Proje No: 20776

Santral adrenal yetmezligin (AY) dogru ve erken tanisi dnemlidir. Tikiiriik, bir¢ok
avantaji nedeniyle son yillarda 6nemli bir tani1 araci haline gelmistir. Gegerli,
uygulanabilir ve hassas LC MS/MS yontemi, plazma ve idrarda steroidlerin
belirlenmesi i¢in son yillarda 6nem kazanmistir. Bu calismada, santral adrenal
yetmezlik siiphesi olan ve diisiik doz ACTH stimiilasyon testi uygulanan ¢ocuklarda
toplanan tiikiiriik 6rneklerinde LC-MS/MS ile kortizol 6l¢iimii icin dogru ve secici bir
yontem tanimlandi ve analitik olarak dogrulandi. Tiikiiriik kortizoliiniin pik degerleri
simiilasyondan 40 dakika sonra elde edildi. .Linear regresyon analizi LDT'ye tiikiiriik
kortizol yanmitinin serum kortizolii ile yiiksek oranda iliskili oldugunu gosterdi
(r=0,865). ROC analizi ile serum kortizol i¢in 546 nmol/L kesme degeri alinarak,
tiikiiriik kortizoliinlin kesme degerleri 40. dakikada ve pik degerlerinde sirasiyla 12.0
nmol/L ve 12.0 nmol/L olarak belirlendi. Ayrica, LC MS/MS ile tiikiiriikk kortizol
Olclimiiniin uygun analitik performansa sahip oldugu tespit edildi. Boylece, santral Al
grubunda 4.6 nmol/L'lik baslangic tiikiiriik kortizol konsantrasyonuna dayanarak, rutin
klinik uygulamalar i¢in hizli ve uygun maliyetli bir yontem olan yeni bir algoritma
onerildi. Bu c¢alisma ayrica santral AY grubunda plazma DHEA ve DHEA-S
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede (p<0,001) diisilk oldugunu
gosterdi. Sonug olarak, santral AY tanist i¢in 12 nmol/L pik tiikiiriik kortizol kesim
degeri kullanilabilir. Duyarl ve secici kiitle spektrometrik tiikiiriik kortizol ve plazma

DHEA-S 6l¢timii, HPA eksenini degerlendirmede alternatif bir yaklasim olabilir.

Anahtar kelimeler: Santral adrenal yetmezlik, tiikiirtik kortizolii, bazal kortizol, kiitle

spektrometresi, kesme degeri



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 (Al) 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 Al 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 Al
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 Al. 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. GIRIS VE AMAC

Santral adrenal yetmezlik (Santral AY), hipofiz veya hipotalamustaki hastaliklar
veya yaralanmalar sonucu adrenokortikotropin (ACTH) sekresyonunda bozulma ve
buna bagl kortizol iiretiminde azalma ile karakterize edilen bir endokrin bozukluktur.
Santral AY'nin en sik goriilen nedeni iyatrojeniktir; ekzojen glukokortikoid tedavisinin
aniden kesilmesi sonucu ortaya ¢ikabilir. Diger nedenler arasinda hipofiz tiimoérleri,
kraniyal enfeksiyonlar, travma, cerrahi miidahaleler ve kraniyal radyoterapi yer
almaktadir. Ayrica, yiiksek doz opiat kullanim1 ve son yillarda kanser tedavisinde
kullanilan immiin kontrol noktasi inhibitorleri de adrenal yetmezlige yol
acabilmektedir. Semptomlar ve bulgular genellikle spesifik olmadigindan, tam
koymada zorluk yasanabilir. Sabah 8:00'de yapilan bazal kortizol ve ACTH diizeyleri
tek basina tan1 koymada yetersizdir; bu nedenle dinamik testlerin yapilmasi
kilavuzlarda onerilmektedir. Klinik uygulamada diisiik doz ACTH testi (LDT) yaygin
olarak kullanilmakta olup, 30. dakikada 500 nmol/L (<18.1 pg/dL) iizerinde 6l¢iilen

kortizol diizeyi adrenal yetmezligin diglanmasi i¢in dnerilmektedir.

Tiikiirtik kortizolii hiperkortizolizm tanisinda kullanilmakla birlikte, son yillarda
Santral AY degerlendirilmesinde de dnerilmistir. Tiikiiriik, kolay ve invaziv olmayan
bir ornek tiirii olarak degerlendirilmektedir. Sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ise kiiglik molekiillerin tayininde yiiksek duyarlilik
saglayan bir yontem olarak klinik laboratuvarlarda kullanilmaktadir ve kortizol

Olclimii i¢in oldukga spesifiktir.

Bu ¢alismanin amaci, uzun siire glukokortikoid replasmani uygulanan ve Santral AY
‘den siiphelenilen hastalarda tiikiiriik kortizol tayini i¢in LC-MS/MS yo6ntemini
gelistirmek  ve  analittk  olarak  degerlendirmektir. ~ Ayrica,  plazma
dihidroepiandrostenodion (DHEA) ve dihidroepiandrostenodion siilfat (DHEA-S)
6l¢iimiiniin santral AY tanisindaki roliiniin belirlenmesi ve ilgili esik degerin degerinin
saptanmas1 hedeflenmektedir. Bu amagcla, Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi
Cocuk Endokrinoloji Boliimii'ne basvuran, 1-18 yas arasindaki santral adrenal

yetmezlik siiphesi olan ve diisiik doz ACTH testi (LDT) yapilan hastalar ¢aligmaya



dahil edilmistir. Orneklerden, bazal ve LDT sirasinda alnan tiikiiriik ve vendz kan
orneklerinden DHEA-S diizeyleri LC-MS/MS yontemiyle olgiilmiistiir. Ayrica, bu
hastalarda bazal ACTH ve adrenal rezervi degerlendirmek amaciyla idrar serbest

kortizol ol¢timii gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada su hipotezlerin kanitlanmasi amag¢lanmaistir:

1. Santral AY tanisinda LDT yapilan hastalarda bazal ve pik tiikiiriik kortizoliiniin
LC-MS/MS yontemi kullanilarak ol¢timii yiiksek duyarlilik ve ozgiiliige
sahiptir.

2. Plazma DHEA/ DHEA-S diizeylerindeki diisiis, Santral AY'in erken tanisinda

onemlidir.

Ayrica, LC-MS/MS yo6ntemi kullanilarak tiikiiriik kortizol dl¢iimiiniin gelistirilmesi

ve dogrulamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Steroidogenez

Steroidogenez, hiicrede kolesteroliin hormonlar tarafindan diizenlenen enzimatik
sireclerle steroid hormonlarima doniistiiriilmesidir. Bu stiregte kolesterol, steroid
hormonlarinin sentezi i¢in temel yap1 tasini olusturur ve ilk kritik basamagi temsil

eder.

Kolesterol, hiicre i¢inde endoplazmik retikulumda (ER) de novo olarak sentezlenir
ve serbest kolesterol olarak {iretilir. Ancak, steroidojenik kolesteroliin ¢ogu
dolagimdaki lipoproteinlerden elde edilir. Yiiksek yogunluklu lipoproteinlerde (HDL)
bulunan kolesterol esterleri, scavenger reseptor B1 (SR-B1) araciligiyla hiicreye
taginir; diisik yogunluklu lipoproteinler (LDL) ise LDL reseptorleri araciligiyla
reseptor aracili endositoz yoluyla hiicreye girer. LDL reseptorleri araciligiyla hiicreye
alinan kolesterol esterleri, endozomlar ve lizozomlarda islenir. Lizozomal asit lipaz
(LAL), kolesterol esterlerini parcalayarak serbest kolesterol olusumunu saglar. Serbest
kolesterol, NPC2 (Niemann-Pick C2 protein) tarafindan baglanir ve taginmaya
hazirlanir. NPC1 (Niemann-Pick C1), serbest kolesterolii lizozomal membrana entegre
eder, bu da kolesteroliin hiicre i¢inde gerekli yerlere diizgiin bir sekilde dagitilmasinm
saglar. Serbest kolesterol, hiicre tarafindan kullanilabilir veya acyl-koenzim-A-
kolesterol-asil-transferaz (ACAT) tarafindan yeniden esterlestirilerek lipid
damlaciklarinda depolanabilir. Benzer sekilde, SR-B1 araciligiyla hiicreye alinan HDL
kaynakli kolesterol esterleri, hormon duyarl lipaz (HSL) tarafindan hidrolize edilir ve
ortaya ¢ikan serbest kolesterol ya hiicre i¢i kullanim i¢in ya da depolanmak {izere
yeniden esterlestirilir. StAR (Steroidogenic Acute Regulatory) proteini, kolesterolii

mitokondriye tasiyarak steroid hormonlarinin sentezini baslatir (1, 2) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hiicre i¢i kolesterol taginmasi.

Kolesteroliin dis mitokondriyal membran ile i¢ mitokondriyal membran arasindaki
hareketi, steroidogenezinin baslatilmasi icin kritik bir rol oynar. Bu siireg, kolesterol
yan zincir kesici enzim (P450scc) sisteminin i¢ mitokondriyal membranda yerlesmis
olmasi nedeniyle biiyiik dnem tasir. Bu enzim, kolesteroliin 20,22 bagin1 keserek
pregnenolona doniistiiriir, bu da steroid hormonlarinin sentezinde hiz sinirlayici ve ilk
adimidir. Pregnenolon, ya mitokondrideki veya endoplazmik retikulumda (ER)
bulunan 3f-hidroksisteroid dehidrojenaz (3BHSD) tarafindan progesterona
doniistiiriilir ya da ER'ye gecerek P450cl7 enzimi tarafindan 170-
hidroksipregnenolona, ardindan 3BHSD ile 17a-hidroksiprogesterona doniistiiriiliir.
17a-hidroksiprogesteron, ER'deki P450c21 enzimi tarafindan 21-hidroksilasyona
ugrayarak 11-deoksikortizole doniisiir. 11-deoksikortizol, mitokondriye tasinir ve
burada P450c11b (11B-hidroksilaz) enzimi tarafindan hidroksillenir, boylece kortizol
olusur (1) (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).
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2.2. Kortizol

Kortizol, 21 karbonlu bir yapiya sahip olan ve adrenal korteksten salgilanan bir
glukokortikoid hormondur. Kolesterolden tiiretilir. Plazmadaki normal kortizol
seviyesi, hipotalamustaki suprachiasmatic nuclei (SCN) tarafindan diizenlenen
sirkadiyen ritimden etkilenir. Bu ritim, sabah saatlerinde kortizol seviyelerinin zirveye
ulagsmasini (20 pg/dL) ve aksam saatlerine dogru azalarak gece yarisinda en diisiik

deger olan 5 pg/dL'ye diismesini saglar (3).

Sekil 2.4. Kortizol yapisi.

2.3.Hipotalamik-pituiter-adrenal ekseni

Hipotalamik-pituiter-adrenal (HPA) ekseni, kortizol salgisinin diizenlenmesinde
temel bir rol oynar. Kortikotropin salgilatict hormon (CRH), ilk olarak Wylie Vale
tarafindan  koyun hipotalamusundan kesfedilmisti. CRH, hipotalamustaki
paraventrikiiler ¢ekirdekten 41 amino asitten olusan bir polipeptid olarak sentezlenir
ve hipofiz portal venoz sistemine salgilanir. CRH, 6n hipofizdeki CRH 1 reseptorlerine
baglanarak hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyelerini artirir. Bu artis,
proopiomelanokortin (POMC) geninin transkripsiyonunu uyarir. POMC, 241 amino
asitten olusan ACTH ve diger hormonlarin 6nciilii olan prohormondur. Arginin ve lizin
amino asitlerin bulundugu boélgelerde hidrolitik kesilmelere ugrayarak birgok aktif
peptid hormon iiretimini saglar. On hipofizde, POMC, N-terminal peptid, birlestirici
peptid (JP), ACTH ve B-lipotropin (B-LPH) peptidlerine doniistiiriiliir (4, 5).
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Sekil 2.5. Proopiomelanokortin ve islem sonrasi biolojik aktif peptid hormonlari.

* CLIP (Corticotropin-like Intermediate lobe Peptide);*Alfa-MSH (Alfa-Melanotropin);*Gamma -MSH (Gamma-
Melanotropin); >l‘Beta-end( Beta-endorfin);* Met-enk (Met-enkephalin)

Interlokin-1, CRH salgisin1 artirarak ve ACTH salgilayici faktorlerin etkilerini
modiile ederek ACTH salgisim tesvik ederken; Interlokin-2, POMC gen
ekspresyonunu artirarak ve Interlokin-6, AVP salgisim1 artirarak ACTH salgisini
gliclendirir. Ayrica, HPA ekseni hem fiziksel hem de psikolojik stresorlere duyarlidir
ve Ozellikle yeni stresorler tarafindan aktive edilir; tekrarlanan maruziyetle yanit azalir.
ACTH salgis1 hamilelik ve menstriiasyon dongiilerinde Ostrojen etkisiyle artar.
Kortizol, ACTH ve CRH salgilanmasi lizerinde negatif geri bildirim yapar (4, 6) (Sekil
2.6.).

ACTH salgilanmas: sirkadiyen ritme ve pulsatif paterne sahiptir ve genellikle gece

24:00 ile 02:00 saatleri arasinda diisiik seviyelerde bulunur. Sabah erken saatlerde



(07:00 ile 08:00) bu hormonun seviyeleri zirveye ¢ikar ve giin boyunca azalir; yalnizca
Oglinlerden sonra kisa siireli artiglar gozlemlenir. Bu ritmin biyolojik saati
hipotalamusun suprachiasmatic niikleusunda diizenlenir. Bununla birlikte, iltihap,
enfeksiyon, ciddi hipotansiyon, yogun egzersiz ve belirli derecelerde psikolojik stres

gibi ¢esitli stres faktorleri bu dogal ritmi bozabilir (4, 7).

ACTH, adrenal korteksin zona fasciculata hiicrelerinde bulunan MC2-R
reseptorlerine baglanir. Bu baglanma, hiicre i¢indeki siklik adenozin monofosfat
(cAMP) seviyelerini artirir ve cAMP, protein kinaz A’ y1 aktive eder. Aktif PKA,
kolesterol tasiyict protein StAR't fosforile eder. Bu adim, tiim adrenokortikal

hormonlar i¢in hiz sinirlayici bir siirectir (3, 8).
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Sekil 2.6. On hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilanmasini
etkileyen faktdrler.

2.4. Glukokortikoid etkisinin mekanizmalari

Glukokortikoidlerin (GC’lerin) etkisi, GC’nin hiicre zarim ge¢ip glukokortikoid

reseptoriine (GR) baglanmasiyla baglar. Normalde GR, hiicre sitoplazmasinda 1s1 sok



proteinleri (HSP’ler) tarafindan inaktif halde tutulur. GC, GR’ye baglandiginda,
HSP’ler ayrilir ve GR lizerindeki DNA baglanma bdlgeleri aciga ¢ikar, olusan GC-GR
kompleksi nucleusa girer. GR c¢ekirdege girerken, bagka bir GR kompleksi ile
dimerlesir. Bu dimerlesme, GR’nin DNA {izerindeki glukokortikoid yanit veren
elemanlara (GRE’ler) baglanmasimni ve transkripsiyonun etkin bir gsekilde

diizenlenmesini saglar (9).

sitoplazma

Sekil 2.7. Glukokortikoid etkisinin mekanizmasi.

2.4.1. Glukokortikoidlerin metabolik ve immiin sistem tizerindeki etkileri

Glukokortikoidler, 6zellikle kortizol, metabolizmay1 ve bagisiklik sistemini
diizenleyen steroid hormonlaridir. Karacigerde, glukokortikoidler glukoneogenez igin
gerekli enzimlerin {iretimini artirarak karbonhidrat metabolizmasin1 diizenler. Bu
anabolik siire¢, glikoz sentezini tesvik ederken, kas ve yag dokusunda kortizoliin
etkisiyle karbohidratlar, proteinler ve lipidlerin pargalanmasi saglanir. Bu katabolik

stirecler, hiicrelerde enerji tiretimi i¢in gerekli olan ATP sentezini artirir.



Glukokortikoidler ayrica insiilin aktivitesini inhibe eder, bdylece hiicresel glikoz
seviyelerinin diismesine ve katabolik siireclerin devam etmesine yol agar. Katabolik
siirecler sonucunda olusan amino asitler ve yag asitleri, karacigerde glukoneogenez

i¢in substrat olarak kullanilir.

Kortizol, dolasimdaki lenfositlerin dalak ve kemik iligine yeniden dagilimini
saglayarak plazma lenfosit sayisini azaltir. Ayrica immiinoglobulin iiretimini engeller,
lenfositlerin apoptozunu artirir ve inflamatuar sitokinlerin iiretimini, niikleer faktor
kappa B (NF-kB) aktivitesini inhibe ederek durdurur. Kortizol, monositlerin
makrofajlara doniisiimiinii ve makrofaj fonksiyonlarin1 baskilar, bdylece lokal
inflamasyonu, histamin {iretimini azaltir ve prostaglandin sentezini bozar. Bu etkiler,
kortizoliin inflamasyon ve immiin yanit tizerinde 6nemli bir diizenleyici rol oynadigini

gosterir.

Glukokortikoidlerin uzun vadeli ve kontrolsiiz etkileri ciddi saglik sorunlarina yol
acabilir. Kronik olarak yiiksek kortizol seviyeleri, metabolik sendrom ve diyabet gibi
hastaliklarin yani sira bagisiklik sisteminin baskilanmasina ve enfeksiyon riskinin
artmasina neden olabilir. Bu nedenle, glukokortikoidlerin etkilerinin dikkatlice

izlenmesi ve diizenlenmesi 6nem tasir (10).

2.5. Kortizol tasinmasi ve baglanma proteinleri

Kortizol, yagda ¢ozilinebilen bir hormon olup, viicutta tasinmak icin protein
tastyicilara ihtiya¢ duyar. Toplam kortizol, serbest kortizol ve plazma proteinlerine
bagli kortizolii igerir. Dolasimda kortizol, baglica kortizol baglayici globulin (CBG) ve
albiimine bagl olarak tasinir; serbest formu ise <%5’tir ve bu form biyolojik olarak
aktif olup idrar yoluyla atilir ve tiikiirlikte bulunur. Bu serbest kortizol formunun
Olclilmesi, tanm1 koymada 6nemli bir yardimer olabilir. Serum CBG seviyelerindeki
degisiklikler toplam kortizol diizeylerini etkilerken, serbest kortizol oran1 sabit kalir.
CBG ve albiimin diizeylerindeki degisiklikler, klinik c¢alismalarda sonuglarin
degerlendirilmesi ve HPA ekseni yetersizliklerinin teshisi agisindan 6nemli olabilir.

Ayrica, bu baglanma proteinlerindeki degisiklikler bobrek yetersizligi, kritik
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hastaliklar, gebelik ve oral kontraseptif kullanim1 gibi durumlarda sonuglarin yanlis

yorumlanmasina yol acabilir (5, 7, 11, 12).

2.6. Adrenal yetmezlik

2.6.1. Tanim

Adrenal yetmezlik (AY), ilk olarak 1885 yilinda Thomas Addison tarafindan
tanimlanmistir. AY, adrenal korteksin hasar gérmesi sonucu ortaya c¢ikan primer
adrenal yetmezlik (Primer AY), ACTH salgisini etkileyen hipofiz bezi bozukluklarina
bagli olarak gelisen sekonder adrenal yetmezlik veya kortikotropin salgisini etkileyen
hipotalamik bozukluklara bagli olarak ortaya ¢ikan tersiyer adrenal yetmezlik seklinde
siiflandirilabilir. Klinikte sekonder ve tersiyer AY arasindaki ayrimin tanisal veya
tedavi agisindan belirgin bir 6nemi yoktur. Bu nedenle, bu iki durum genellikle Santral

AY basglig1 altinda birlikte ele alinir (13).

AY, adrenal korteksin yeterli diizeyde GC ve/veya mineralokortikoid (MC) iiretme
kapasitesini kaybetmesi olarak tanimlanir. Primer AY gelisen hastalar hem GC hem de
MC yetersizligi nedeniyle ¢esitli klinik belirtiler gdsterirler. Buna karsilik, Santral
adrenal yetmezlik, hipotalamus veya hipofiz bezindeki hastaliklar ya da travmalar
nedeniyle yetersiz ACTH salinimi1 sonucu meydana gelir ve bu da adrenal kortizol

iretiminin yetersiz olmasina yol agar (14).

2.6.2. Primer adrenal yetmezlik

Primer AY, 100.000 bireyde 10-15' ini etkileyen ve farkli genetik nedenlere bagh
olarak ortaya ¢ikan bir durumdur. Genellikle otoimmiin veya enfeksiydz bir siirecten
kaynaklanir; bu duruma Addison hastalifi da denir. Primer AY, adrenal korteksin
progresif yikimindan kaynaklanir. Klinik belirtiler en az %80 adrenal parankimin
kaybedilmesi durumunda ortaya ¢ikar. Baslangicta bazal kortizol salgis1 normaldir
ancak stres tepkisi yetersizdir. Erken asamada herhangi bir stres steroid talebini
artirarak akut adrenal krize yol acabilir. Hormon salgisi, progresif yikima paralel

olarak azalir ve bu da klinik belirtilerin zamanla ortaya ¢ikmasina neden olur. Azalan
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kortizol seviyeleri, melanosit uyarict hormon (MSH) seviyelerinin artmasina yol agar.
Artan MSH, melanosit hiicrelerindeki melanokortin 1 reseptoriine baglanarak, agik
pigment olan feomelanin yerine kahverengi veya siyah pigment olan eumelanin
iiretimini tetikler. Yeni basglayan hastalarda bu pigmentasyon degisiklikleri mevcut
olmayabilir. Ayrica, MC eksikligi su ve elektrolit dengesizliklerine ve hipotansiyona
yol acar. Bez atrofisi ayrica adrenal seks steroidlerinde eksiklige de neden olur (13,

15).

2.6.3. Santral adrenal yetmezlik

Santral AY genel prevalansi, milyonda 150 ile 280 vaka arasinda degismektedir
(13). Santral AY’in baslica nedenleri arasinda: uzun stireli glukokortikoid tedavisinin
kesilmesine bagl olarak gelisen gecici izole ACTH eksikligi; glukokortikoid tedavisi
goren annelerden dogan bebeklerde CRH saliniminin baskilanmasi; beyin hasari
(6rnegin, kraniyal radyasyon, beyin tiimorii, beyin kanamasi, beyin cerrahisi) ve
infiltratif hastaliklar (hipofizit, Langerhans hiicreli histiyositoz, sarkoidoz,
hemokromatoz) yer almaktadir. Genetik nedenler: Izole ACTH eksikligi, TBX19
genindeki otozomal resesif mutasyonlarla iligkilidir. Dogumsal ¢oklu hipofiz hormonu
eksikligi ise GLI1, HESX1, LHX3, LHX4, SOX3, SOX2 ve OTX2 genlerindeki
mutasyonlarla baglantilidir. GLI1 eksikligi holoprozensefali ve dis anormallikleri ile,
HESX1 eksikligi septo-optik displazi ile, LHX3 eksikligi ise isitme kaybi ve kisa sert
boyun ile iliskilidir. SOX3 ve OTX2 genlerindeki eksiklikler anoftalmiye yol agabilir.
POMC eksikligi, POMC genindeki otozomal resesif mutasyonlar nedeniyle obezite ve
kizil sag ile iliskilidir. Prohormon konvertaz eksikligi ise PCSK1 genindeki otozomal
resesif mutasyonlardan kaynaklanir ve obezite, hipoglisemi ve hipogonadotropik

hipogonadizm gibi 6zelliklerle iliskilidir (5).

Santral AY, tek basina ACTH eksikligi ile siniri kalmayip, diger hipofiz
hormonlarinin eksiklikleri ile goriilebilir. Ornegin, tiroit uyarici hormon, biiyiime
hormon, luteinizan hormon veya folikil uyarici hormon gibi hormonlarin
yetersizligi, Santral AY ‘e eslik edebilir. Bu nedenle, hipofiz bezinin birden fazla

fonksiyonunu etkileyen yaygin bir hipopituitarizm tablosu gelisebilir (16).
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2.6.4. Santral adrenal yetersizligin klinik tablosu ve semptomlari

Santral AY’in klinik tablosu, hastaligin ilerleyisine ve hormon eksikliklerinin
derecesine bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Baz1 hastalar belirgin semptomlar
gostermeyebilir ve Santral AY, tesadiifen tespit edilebilir. Bu genellikle hafif veya

erken evrelerdeki hastalarda goriiliir (17).

Santral AY durumunda, hipofiz veya hipotalamik tiimorlerin varligi, hastalarda bag
agrisi, bulanti, kusma, gérme bozukluklari, bliyiime geriligi ve gecikmis ya da erken
ergenlik gibi cesitli belirtilere yol agabilir. Bu tiir timorler, optik sinirlere baski
yaparak gorme alanmi kayiplarina neden olabilirken, ayn1 zamanda hipofizin diger
fonksiyonlarini da bozabilir. Eger birden fazla hipofiz hormonu eksikse, bu durum "
Birlesik ¢oklu hipofiz hormonu eksikligi " olarak adlandirilir ve klinik tablo, eksik
olan hormonlarin say1s1 ve siddeti ile dogrudan iliskilidir. Ornegin, bu tiir hastalarda

biiylime geriligi, tiroid fonksiyon bozukluklar1 gibi semptomlar goriilebilir.

Yenidoganlarda ACTH eksikligi, ciddi hipoglisemi ve ndbetlerle kendini
gosterebilir ve bu ¢ocuklar, yeterli glukokortikoid iiretiminin olmamasi nedeniyle
stresle basa ¢ikmakta zorlanabilirler, bu da potansiyel olarak yasami tehdit eden
komplikasyonlara yol agabilir. Cocukluk doneminde ise, biiyiime geriligi Santral AY"

in 6nde gelen belirtilerinden biridir.

Primer AY’ dan farkli olarak, Santral AY’da aldosteron iiretimi korunur. Bu
nedenle, Primer AY' da yaygin olan hiperkalemi Santral AY’da genellikle goriilmez.
Aldosteron iiretimi, renin-anjiyotensin sistemi tarafindan diizenlendigi i¢in, ACTH

eksikligi bu hormonun iiretimini etkilemez.

Santral AY’ da POMC ile iligkili peptitlerin iiretiminde azalma meydana gelebilir,
bu da ciltte hiperpigmentasyon yerine solukluk veya cilt renginde agilmaya neden
olabilir. Adrenal androjen salgilanmas1 da ACTH kontrolii altinda oldugundan, santral
adrenal yetmezIligi olan bireylerde adrenal androjen eksikligiyle birlikte pubik ve

aksiller killanmanin azalmasi gortilebilir.

Ek olarak, Santral AY ’de kronik yorgunluk, kilo kayb, kas giigsiizliigii, istahsizlik

ve hipotansiyon gibi nonspesifik semptomlar da ortaya ¢ikabilir. Bu semptomlar,
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adrenal kortizol iretiminin yetersizligiyle iligkilidir ve hastalarin genel yasam

kalitesini olumsuz etkileyebilir (17).

2.7. HPA ekseninin degerlendirilmesi ve dinamik testler

HPA ekseni sirkadyen ritmi gosterir. Kortizol salgis1 sabahlar1 zirveye ulasir, bu
nedenle sabah diisiik kortizol seviyeleri adrenal yetersizliginin tanisinda 6nemli
olabilir. Ancak, sabah kortizol oOl¢iimlerinin genis bir degiskenlik gostermesi
nedeniyle, sabah serum ve tiikiiriik kortizol seviyelerinin degerlendirilmesi, genellikle
yetersiz olabilir. Bu smirlamay1r asmak i¢in, HPA ekseninin fonksiyonunu
degerlendirmek {izere g¢esitli provokatif testler gelistirilmistir. Bu testler, HPA

ekseninin farkli seviyelerini ve yanitlarini test etmek igin tasarlanmigtir (18).

Dinamik test kullanilirsa, steroid dl¢iimlerinde interferansi 6nlemek i¢in herhangi bir

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

2.7.1. insiilin tolerans testi

Insiilin stres testi (ITT), bazilar1 tarafindan hem HPA ekseninin rezervinin

degerlendirilmesi i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir.

Test sabahi hastalara intravenoz bolus olarak ¢dziiniir insiilin (0.1 IU/kg) uygulanir.
Hipoglisemi saglanana kadar (kan sekeri <2 mmol/L, 40 mg/dL) glukoz diizeyleri her
5 dakikada bir 6l¢iiliir. Kortizol diizeyleri, 0., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda alinan
kan &rnekleri ile dlgiiliir. Tki ardisik kan sekeri Sl¢iimiiniin 2 mmol/L veya altinda
olmasi durumunda, normoglisemi saglamak amaciyla 50 g oral glukoz verilir.
Biyokimyasal hipoglisemi (<2.2 mmol/L) (<40 mg/dL) saglanamayan hastalarda test,
ertesi giin artmis insiilin dozu ile tekrar yapilir (5, 14, 17, 20).

ITT'ye uygun kortizol yaniti, maksimum plazma kortizol seviyesinin 500
nmol/L'nin (>18 pg/dL) iizerinde olmasi ve semptomatik hipogliseminin (<2.2

mmol/L) (<40 mg/dL) goriilmesi ile tanimlanir (20, 21).
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Test rahatsiz edici olup, riskleri de vardir. Biling kaybi, nébetler, direngli hipoglisemi,
glukoz inflizyonuna bagli olarak hipokalemi, miyokard enfarktiisii ve 6liim bu testin
bilinen komplikasyonlarindandir. Bu nedenle, mutlaka deneyimli hekimlerin
gozetiminde ve deneyimli merkezlerde yapilmasi uygundur. Ayrica, c¢ocuklarda
uygulanmast zor ve genellikle tercih edilmez. Test, genellikle tanisi daha basit

yontemlerle konulamayan hastalarda kullanilmaktadir (5, 13, 14, 17).

2.7.2. Metirapon stimiilasyon testi

Bu test genellikle adrenal yetersizlik veya Cushing sendromu gibi durumlarin
teshisinde kullanilir.  Metirapon, kortizol sentezini azaltan bir 11-hidroksilaz
inhibitdriidiir ve adrenal bezlerde kortizol iiretimini gegici olarak baskilayarak ACTH
salimimi iizerindeki negatif geri bildirimini kaldirir. Amag¢ viicudun kortizol

kapasitesini ve hipofiz bezi ile adrenal bezlerin yanitin1 degerlendirmektir (5, 22).

Metirapon testi, genellikle Santral AY siiphesi olan ve ACTH stimiilasyon testinde
normal sonuclar gdsteren hastalarda tercih edilmektedir. Ancak, metiraponun
bulunabilirligi sinirlt olup, ayn1 zamanda adrenal krize neden olma riski tasidig: i¢in
bu testin kullanim1 zor olabilir. Ayrica, metirapon diinya genelinde (6rnegin, ABD'de)
mevcut degildir ve Endokrin Dernegi'nin kilavuzlarinda hipopituitarizm igin
metirapon testi yer almamaktadir. Tiirkiye'de de metirapon testi tercih edilmemektedir.
Bu nedenle, metirapon testinin Santral AY teshisindeki roliinii degerlendirmek i¢in

daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (14).

2.7.3. Glukagon stimiilasyon testi

Bu test iskemik kalp hastalifi veya epilepsisi olan ve ITT'nin yapilamadigi
hastalartda alternatifi olarak gelistirilmistir. Glukagon stimiilasyon testi (GST), 30
ng/kg'ye kadar olan dozlarda i.m. glukagon uygulamasiyla, her 30 dakikada bir 180
dakika siiresince kortizol dl¢limleri yapilmasini igerir. Testte kortizol degerinin >16-

18 ng/dL olmasi normal kabul edilmektedir (5, 17, 22).
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2.7.4. ACTH Stimiilasyon Testi

ACTH stimiilasyon testi, adrenal yetmezIligi degerlendirmek i¢in en sik kullanilan
tan1 testidir. Bu testte, sentetik kosintropin veya tetracosactrin olarak bilinen ACTH 1-
24 kullanilarak adrenal bezlerin uyarilmasi saglanir. Kosintropin, adrenal korteksin
kortizol iiretim kapasitesini 6lgmek amaciyla uygulanir. (18) Yiiksek doz ACTH
stimiilasyon testi (Standard doz test veya HDT), genellikle aglik sarti olmadan
uygulanir, ancak siklikla aglik ve sabah saatleri tercih edilir. Testte, 250 ug ACTH
intravendz (IV) yoluyla uygulanir; ardindan kortizol diizeyleri, uygulamadan 6nce ve
30-60 dakika sonra olgiiliir. HDT, adrenal bezleri uyarmak i¢in yeterli olan yiiksek
dozda ACTH dozlarin1 kullanir, boylece yanlis negatif sonuglara yol agar.

Diisiik doz ACTH stimiilasyon testi (LDT) (1 pg) bu endiseye uygun bir ¢dziim
oldugu diisiiniilmektedir. LDT, 2 yasindan biiyiik cocuklarda daha duyarli bir birinci

basamak test olarak tanitilmistir (5).

1 pg dozun adrenal yanit1 indiiklemek i¢in en diisiik doz oldugu bilinmektedir, ¢linkii

0,6 veya 0,8 ng, saglikli kontrol grubunda kortizol seviyelerini artiramamugtir (14).

Avrupa Endokrinoloji Dernegi (EES) ve Endokrin Dernegi Ortak Klinik Kilavuzu'na
(ESCCG) gore, primer ve santral adrenal yetmezikte, teste bagli olarak 30 veya 60
dakikada tepe kortizol seviyesinin <500 nmol/L (<18.1 pg/dL) olmasi, adrenal
yetmezligin gostergesi olarak kabul edilir (19).

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi Adrenal ve Gonadal Hastaliklar
Kilavuzu’na gore ACTH stimiilasyon testlerinde, kortizol diizeyinin herhangi bir anda
18-20 pg/dl’nin iizerinde olmasi genellikle yeterli bir yanit olarak kabul edilir.
Bununla birlikte, bazi ¢aligmalar, en az 7 pg/dL’lik bir artis veya baslangi¢c degerinin

iki kat1 kadar bir artigin beklenmesi gerektigine dair veriler sunmaktadir (22).

Bazi yazarlar, 30 dakikada LDT i¢in maksimum yanitin elde edildigini ve ardindan
kortizol seviyelerinin azalmaya basladigimi  bildirmislerdir. Ancak, SDT
kullanildiginda hem saglikli kontrollerde hem de bilinen bozulmus HPA ekseni olan

hastalarda, 30 ile 60 dakika arasinda hala belirli bir kortizol artig1 gézlemlenmistir (14).
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Diisiik doz testi, standart yiiksek doz testine gore avantajlara sahip olabilir.
Ozellikle, yakin zamanda baslayan ACTH yetmezligi (sekonder adrenal yetmezlik) ve
kronik kismi hipofiz ACTH yetmezligi gibi durumlar i¢in diisiik doz testi tercih
edilebilir.

Diisiik doz kortikotropin uyarim testinin, santral adrenal yetersizligin tanisinda

yuksek doz testine gore daha yiiksek hassasiyet sagladigi gosterilmistir (23).

Ayrica, diisiik konsantrasyonlu ¢ozeltinin seyreltilmesi ve saklanmasi kritik
oneme sahiptir. Ancak, seyreltilmis tetrakosaktidin (%0,9 tuzlu suda 1 pg/mL) 2—8°C
sicaklikta 60 giin siireyle stabil oldugu rapor edilmistir (24).

1 pg sinachten stimiilasyon testi ic¢in bildirilen en fazla 10 seyreltme yOntemi
bulunmaktadir, bu da doz varyasyonuna (0.8 pg'ye kadar) ve dolayisiyla yanlis

sonugclara, potansiyel olarak dnemli klinik sonuglara neden olabilir (14).

HPA eksenini degerlendirmek icin kullanilan mevcut testler genellikle serumda total
kortizol diizeylerine odaklanir. Ancak, doku yaniti i¢in kritik dneme sahip serbest
kortizol diizeylerinin Ol¢limii ¢ogu testte goz ardi edilmektedir. Bu durum, HPA
ekseninin islevsel kapasitesini degerlendirmede tanisal dogrulugun sinirli kalmasina
yol agabilir. Bu nedenle, HPA ekseninin islevini daha dogru ve kapsamli bir sekilde

belirleyebilecek daha giivenilir ve hassas testlere ihtiya¢ duyulmaktadir (11).

2.8. Santral adrenal yetmezligin tedavisi

Santral adrenal yetmezlik tanis1 almis hastalar dmiir boyu GC yerine koyma tedavisi
almalidir ve bu tedavinin temel amaci, sirkadiyen kortizol ritmini miimkiin oldugunca
taklit etmektir. Ancak mevcut oral GC formiilasyonlari, bu ritmi fizyolojik olarak
yeterince taklit edememektedir. Bu nedenle, tedaviye ragmen hastalarin tam 1yilik hali

genellikle saglanamaz ve yasam beklentisi azalabilir (25).

Son arastirmalar, giinliik kortizol {iretim hizinin viicut yiizey alani bagina 5-10 mg
oldugunu gosterdi, bu da onceki tahminlerden daha diisiiktiir. Geleneksel olarak 30
mg/giin olarak belirlenen hidrokortizon (HC) dozu, bu bulgular 1s1831nda

suprafizyolojik bulunmustur. 25 mg/giin' den fazla HC kullanimi, o6zellikle
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kardiyovaskiiler hastalik riskini artirarak %44'e varan artmis mortaliteyle
iliskilendirilmistir. Non-fonksiyonel hipofiz adenomu olan Santral AY hastalarinda, 20
mg/giin'den fazla HC kullanimi da artmis mortalite riskine neden olmustur. Kisa yari
omiirlii GC’ler (HC ve kortizon asetat) adrenal yetmezlik tedavisinde genellikle daha

uzun yar1 dmiirlii GC’lere (prednizolon, deksametazon) tercih edilir.

Son zamanlarda gelistirilen ¢ift salinimli HC preparatlari, santral adrenal yetmezlik
anis1 almis hastalarda tedaviyi iyilestirerek sirkadiyen kortizol ritmine daha yakin bir
serum profili saglamaktadir. Primer adrenal yetmezlikte, bu yeni formiilasyonlar
glukoz metabolizmasini iyilestirir, kardiyovaskiiler risk faktorlerini (kilo, bel ¢evresi,
kan basinci, kolesterol) diizeltir ve tekrarlayan enfeksiyonlar1 azaltir. Ancak, santral
adrenal yetmezlik durumunda metabolik parametreleri iyilestirmek i¢in ¢ift salinimh

HC kullanimin1 destekleyen yeterli veri heniiz bulunmamaktadir (14).

2.9. TUKURUK

Tiikiirtik, genellikle g6z ardi edilen ancak hayati 6neme sahip bir viicut sivisidir.
Mandel (1990), tiikiiriigiin, kanin dramatik etkisi, terin i¢ten dogasi ve gozyaslarinin
duygusal cazibesine kiyasla daha miitevazi bir viicut sivist olarak goriildiiglinii, ancak
cok yonlii islevleri sayesinde vazgecilmez bir biyolojik role sahip oldugunu ifade

etmistir (26).
2.9.1.Tiikiiriik sentezi ve regiilasyonu

Tiikiirtik bezleri {i¢ ana ¢iftten olusur: parotis, submandibular ve sublingual. Ayrica,
agizda dudak, yanak, damak, dil ve retromolar bolgelerde bulunan 600 ila 1000 kiigiik
tiikiiriik bezi de vardir. Tikiiriik, bu biiyiik ve kiiclik bezlerden gelen salgilar ile diseti
stvilarindan olusur ve bu birlesim, tiikiiriiglin kapsamli islevsel 6zelliklerini saglar

(27).

Tiikiiriik bezleri, ndral sistem ve gastrointestinal hormonlar tarafindan diizenlenir

ve tiikiiriik akisi, bezlerin farkli tiirdeki uyarilara bagli olarak degisir.

Tiikiiriiglin islevleri arasinda disleri koruma, konusma, ¢igneme yardimi, sindirim

ve dengeli bir mikrobiota saglama bulunur.
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Tikiirigiin kivami, bezlerin tiiriine gore farklilik gosterir. Parotis bezinden
salgilanan tlikiiriik daha ince ve sivi haldeyken, submandibular ve sublingual
bezlerden ile kiigiik mukozal bezlerden gelen tiikiiriikk, glikoproteinler agisindan

zengin oldugu i¢in daha yogun ve yapiskan olur (27).

Sekil 2.8. Tiikiirtik bezleri

2.9.2. Parotis bezi

Parotis bezleri viicuttaki en biiyiik tikiiriik bezleridir ve kulaklarin o6niinde,
mandibula ramusunun arkasinda yer alirlar. Parotis bezinin sekresyonlar1 agiz
bosluguna Stensen kanali aracilifiyla ulasir ve bu kanal, iist ikinci molar disin
hizasinda ag1z i¢ine acilir. Parotis bezlerinden salgilanan tiikiiriik seroz 6zelliktedir

(27).
2.9.3. Submandibular bezi

Submandibular bez, parotis bezinin yaklasik yaris1 kadar biiyliktiir ve mandibulanin
alt kisminda yer alir Her bezden ¢ikan Wharton kanali, agzin alt kismindan gecger ve
dilin 6n kisminin altina agilir. Salgisi, mukozal ve seroz sivilarin karisimindan olusur

(27).
2.9.4. Sublingual bezi

Sublingual bez, biiyiik tiikiiriik bezlerinin en kii¢iiglidiir ve dilin 6n kisminin altinda
bulunur. Sublingual bezden 8-20 kii¢iik kanal agiz i¢ine acilir ve bu kanallardan

bazilar1 submandibular bezin kanaliyla birlesir. Sublingual bezin bazi salgilar
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Wharton kanali araciligiyla, geri kalanlari ise dilin altindaki Bartholin kanallar

aracilifiyla ag1z bosluguna ulasir. Bu bez genellikle mukozal salgilar tiretir (26).
2.9.5. Kiiciik tiikiiriik bezleri

Kiigtik tiikiiriik bezleri, agiz i¢inde yaygin olarak bulunur ve birkag tiirii vardir.
Bukkal ve labial bezler hem mukozal hem de seroz sivilar {iretir. Palatal ve
palatoglossal bezler sadece mukozal sivi iiretir. Lingual bezler de mukozaldir, ancak
Von Ebner bezleri seroz sivi iiretir ve dilin arka tarafindaki papillalarin ¢evresindedir

(27).
2.9.6. Tiikiiriik olusumu

Tiikdirtik, tiikiiriik bezlerinde seroz ve mukozal hiicrelerin farkli sivilar tiretmesiyle
olusur. Bu sivilar kandan baglar, bezlerin i¢inde degisir ve sonunda agiz i¢ine salinir.

Tiikiirtik kanallar stvinin igerigini degistirir ve hipotonik hale getirir (27).
2.9.7. Tikiiriik bilesenleri, pH degeri ve iiretim oranlari

Tiikiirtik %99 su igerir ve sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, bikarbonat
[HCOs7], fosfatlar, immiinoglobiilinler, proteinler, enzimler, mukinler, {ire ve amonyak
gibi bilesenler icerir. Normal pH"1 6-7 arasinda degisir, diisiik akista 5,3 ve yiiksek
akista 7,8'e kadar c¢ikabilir. Giinliik tikiiriik tiretimi yaklasik 0,6 litre civarindadir.
Uyarilma durumunda, parotis bezlerinin katkisi %50-70'e ¢ikar ve bu degisim

tikiirtiglin bilesimini etkiler (26, 28).
2.9.8. Tiikiiriik Bezlerinin Sinirsel Diizenlenmesi

Tiikiiriik salinimi, genellikle tat ve ¢igneme gibi uyarilarla tetiklenir ve sinir sistemi
araciliiyla tiikiiriik bezlerine iletilir. Bu siire¢, G-protein bagh reseptorler lizerinden
diizenlenir. Tat ve ¢cigneme baslica tetikleyiciler olsa da yiyeceklerin goriiniisii, kokusu

ve diisiiniilmesi gibi faktorler de salinimi etkileyebilir.

Parasempatik sinirler, yiiz siniri (VII. kranial sinir) ve glossopharyngeal sinir (IX.
kranial sinir) araciligiyla tiikiiriik bezlerine sinyaller gonderir. Bu sinyaller,
submandibular ve otik ganglionlar iizerinden asinar hiicrelerde asetilkolin (ACh)

salgisini tetikler, bu da tiikiiriik tiretimini artirarak salinimi tesvik eder.
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Sempatik sinirler ise spinal korddan koken alarak servikal ganglionlarda sinaps
yapar ve norepinefrin salgisini uyarir. Norepinefrin, tiikiiriigiin daha az su ve daha fazla
protein ya da enzim igeren bir formda olmasini saglar, bu da tiikiiriik bezlerinin

fonksiyonlarini diizenler (27).

2.10. Tiikiiriik kortizol ol¢timii

Tiikiiriik kortizolii ilk olarak 1978 yilinda dogrudan radyoimmunoassay yontemi ile
Olciilmiistlir. Bu amacla otomatik serum kortizol immiinoassaylari uyarlanmis olsa da,
yiiksek kortizon konsantrasyonlari nedeniyle antikor capraz reaksiyonlar1 6zgiillik
acisindan sinirlamalara yol agmaktadir. Ayrica, gec gece tiikiiriik kortizol seviyeleri
genellikle ol¢iim limitlerine yakin veya altinda olabilir, bu da testin hassasiyetini
etkileyebilir. 2003 yilinda, tiikiiriik kortizol dl¢limiil igin ilk kez LC-MS/MS testi
tanitilmigtir ve bu yontem, mevcut yontemlere kiyasla daha iyi bir ozgiilliik
saglamistir. O zamandan beri, LC-MS/MS'nin hizli ve yiiksek verimli hizmet saglama
kapasitesi onemli Ol¢lide artirilmistir ve bircok basarili test gelistirilmistir. Ancak,
tiikiiriik kortizol Ol¢limiiniin yaygin kullanimi, standartlasmamis testler ve gecerli

referans araliklarinin eksikligi nedeniyle hala sinirhidir (27).

2.10.1. Tiikiiriik kortizol 6l¢ciimiiniin avantajlari

Tiikiirik Orneklerinde kortizol Sl¢limii stres olmadan toplanabilmesi nedeniyle
ozellikle avantajlidir. Bu yontem, 6rnek toplama siirecinin kolayligi, damar delme ile

iliskili stresten kaginma gibi 6nemli avantajlar sunar (29).

Tukirik kortizolii, serum albiimini ve CBG’nin tiikiirik hiicrelerinin zarindan
gecemeyecek kadar biiyiik olmasi nedeniyle biyolojik olarak aktif serbest kortizol
seviyelerini yansitir. Tiikiiriik kortizolli ayrica 24 saatlik siire boyunca serum serbest
kortizol ile yakindan iligkilidir, bu da tiikiiriik kortizol testlerinin sirkadiyen ritmi

degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini gosterir (30,31).

Tiikiirtik kortizolii, 1980'lerden beri adrenal fonksiyonu degerlendirmek ig¢in

kullanilmaktadir. Geg saatlerde tiikiiriik kortizol 6l¢iimleri artik Cushing sendromunu
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teshis etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsilik, tiikiiriik kortizoliiniin

AY i¢in kullanimi daha az yaygindir (32).

2.10.2. Tiikiiriik kortizol testlerinde toplama yontemlerinin rolii

Tiikiirik toplama teknigi, tiikiiriik kortizol testlerindeki farkliliklara katkida
bulunabilir. Tiikiiriik genellikle pasif damlama veya emici pamuklu pedlerle (6rnegin,
Sarstedt Salivette) toplanir. Pamuklu pedlerden kortizol kurtarma miktari, diger
toplama yontemlerinden farkli olabilir, bu nedenle toplama teknigi test sonuglarini
etkileyebilir. Testlerin gelistirilmesi sirasinda toplama cihazinin degerlendirilmesi
onemlidir. Ornek toplama sirasinda kan kontaminasyonu ve sigara igme, yanlis yiiksek
kortizol konsantrasyonlarina yol agabilir. Bu nedenle, pembe tiikiiriiklerin analizinden
kacinilmal1 ve ¢ogu yazar, tikiiriigii yemek, icmek veya dis firgalamadan en az 30

dakika sonra toplamay1 Onerir, ancak bu yaklasimi destekleyen kanitlar sinirlidir (10).

2.10.3. Tiikiiriik Kkortizol o6lciimiiniin serum kortizol ol¢ciimlerine gore

avantajlan

e Hastalar 6rneklemeni evde kendi baslarina yapabilirler.

e Test, plazma proteinlerindeki degisikliklerden etkilenmez. Tas1yic1 proteinlerin
anormal seviyelerinin serum kortizol seviyelerinin yorumlanmasini
zorlastirdig1 durumlarda bu test uygun olabilir (13).

e Tiikiiriikte kortizol 6l¢limii, strese neden olmamasi ve non-invaziv olmasi

adrenal fonksiyonun degerlendirilmesi i¢in pediatrik yas grubunda 6nceliklidir.

2.10.4. Tiikiiriik kortizol ol¢iimiinde capraz reaktivite ve LC-MS/MS

Tiikiirtikteki ¢ok diisiik kortizol diizeylerinin belirlenmesinde baglica kisitlama,
immun analizlerlerde eksojen glukokortikoidler ve endojen kortizol Onciileri ile
metabolitlerinin ¢apraz reaktivitesidir. LC-MS/MS, ilgili steroidler tarafindan

meydana gelen ¢apraz reaktiviteyi ortadan kaldirmak i¢in gereken 6zgiilliigii saglar.
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LC-MS/MS ile tiikiiriik kortizol 6l¢limlerine dair raporlar olmasina ragmen, bunun

HPA ekseni endokrin uyari testlerinde kullanimi heniiz yaygin degildir (30).

Kortizol 6l¢limiinde ana sorunlardan biri, sabahlart hem serum hem de tiikiiriikte
kortizol diizeylerinde genis degiskenliktir. Bu nedenle, HPA ekseni yetersizligi siiphesi
varsa, bazi yazarlar bazal kortizol konsantrasyonlarini 6lgmek yerine Sinachten testini

onermektedir (11).

2.11. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometerisi, 1912'de Sir J.J. Thomson'in ilk kiitle spektrometresini
gelistirmesiyle baglamistir. Thomson, bu ilk cihazla oksijen, azot ve karbon gibi tiirlere
ait kiitle spektrumlar1 elde etmistir. Bu tarihten itibaren bir¢ok kiitle spektrometresi
gelistirilmis ve gilinlimiizdeki cihazlar farkli enstriimantasyon konfigiirasyonlarina

sahip olarak ¢esitlenmistir (33).

Kiitle spektrometrisi (MS) yontemi, Ornegin buharlastirilarak gaz fazina
gecirilmesi, ardindan iyonize edilmesi ve olusan iyonlarin kiitle/yilik (m/z) oranlarina
gore ayrilmasit prensiplerine dayanir. MS, oOzellikle karmasik karisimlarin
karakterizasyonunda ve ultra diisiik konsantrasyonlardaki bilesiklerin tespitinde
olaganiistii hassasiyet ve secicilik sunar. Cihaz, numune giris sistemi, iyon kaynagi,
vakum sistemi, kiitle analizorii, dedektor ve bilgisayar gibi birbiriyle uyumlu

bilesenlerden olusur ve elde edilen spektrum verileri kapsamli analizler i¢in kullanilir.

2.11.1. Numune girisi

Igne, ornegi tasimak igin merkezi bir kanala sahiptir. Bu kanal, siviyr sivi

kromatografisinden alip, kiitle spektrometresi iyonizasyon kaynagina iletir.

2.11.2. iyon kaynag

MS sistemine giren numune molekiillerine ilk olarak iyonlastirma islemi uygulanir;

yani, iyon kaynaginda iyonlar iiretilir. Iyonlastirma basamaginda molekiiliin fiziksel
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ozelliklerine ve iyonlagma enerjisine bagli olarak farkli iyonlastirma teknikleri
uygulanabilir. Iyonlastirma sirasinda hem pozitif hem de negatif yiiklii iyonlar
olusmakta ancak pozitif olanlar ¢ogunlukta olup analitik tekniklerde her ikisi de

kullanilmaktadir.

MS’ de kullanilan c¢esitli iyonizasyon teknikleri vardir: elektron iyonizasyon (EI),
kimyasal iyonizasyon (CI), elektro sprey iyonlastirmasi (ESI), matriks yardimli
desorbsiyon iyonlastirma (MALDI), atmosferik basing iyonizasyonu (API),
atmosferik basing kimyasal iyonizasyonu (APCI), atmosferik basing foto-iyonizasyon

(APPI) teknikleridir (33).

2.11.2.1. Elektrosprey iyonlastirmasi

Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI), 1980'lerin ortalarinda Fenngrup tarafindan
gelistirilmis ve sonrasinda ¢esitli arastirma gruplari tarafindan sistemin saglamligini
artiracak sekilde modifiye edilmistir. Atmosferik basingta iyonizasyon sagladigi igin,
ESI, atmosferik basing iyonizasyonu (API) olarak da adlandirilir. ESI, analiz edilen
molekiillerin ¢ozeltiden kiitle spektrometresine minimum pargalanma ile transfer

edilmesini saglar.

Sivi Ornek, kapiller igne araciligiyla cihazin giris noktasina iletilir. Paslanmaz
celikten yapilan bu igne, yaklasik 4000 voltluk sabit bir voltajla ¢evrilidir; bu voltaj
damlaciklar1 iyonlastirir ve c¢ikan partikiiller yiiklii molekiiler iyonlara doniistir.
Uygulanan yiiksek voltaj, siviyr kiiglik, ylikli damlaciklara doniistiiriir ve bu
damlaciklar kapiler igne ucu tarafindan piiskiirtiiliir. Piiskiirme sirasinda damlaciklar
havada c¢oziicliniin buharlasmas1 ve c¢evre sicakligi nedeniyle kiiciiliir ve yiik
yogunlugu artar. Artan yik yogunlugu Coulomb patlamasina neden olarak
damlaciklarin daha kiiciik parcalara ayrilmasini saglar. Sonug olarak, iyonize olmus

molekiiller gaz fazina gecer ve serbest kalir (34, 35, 36).

ESI, 6zellikle polar bilesenlerin ve ¢ozeltideki iyonlarin hassas bir sekilde iyonize
edilmesini saglar. Klinik kiitle spektrometrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir ve

biiylik molekiilleri (6rnegin, 1000 Da'dan biiyilik) analiz etmek icin ¢esitli tiirlerde
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yiiklii iyonlar tiretebilir. Ancak, APCI’ye gbre matris etkilerine, yani diger bilesenlerin

iyonlagsmayi etkileyebilmesine, daha duyarli olabilir (37).

Sekil 2.9. Elektrosprey iyonizasyon mekanizmasi.

2.11.2.2. Nanoelektrosprey Iyonizasyonu (NanoESI)

NanoESI, elektrosprey tekniginin bir uzantisi olarak gelistirilmis ve 1996 yilinda
Wilm ve Mann tarafindan tanimlanmistir. Bu yontem, c¢ok kiiclik capli acikliklar
kullanarak 1-2 pm ¢apinda yiiklii damlaciklar iiretir. S1vi numune, ¢ok diisiik bir akis
hizinda bir kapiller uctan gegcirilir, bu da ¢ozeltinin ¢ok kiiciik damlaciklar haline

gelmesini saglar. Bu damlaciklar, bir elektriksel alan altinda iyonize edilir.

NanoESTI'nin tercih edilmesinin baslica nedenleri arasinda yiiksek iyonizasyon
verimliligi, numunede parcalanma olmamas1 ve biiyiik molekiillerin etkili bir sekilde
iyonize edilmesi yer alir. Ayrica, diisiik akis hizlar1 kullanarak numune tiiketimini

azaltir ve hassas analizlere olanak saglar (38).

2.11.2.3. Atmosferik basin¢ kimyasal iyonizasyonu

APCI (Atmosferik Basin¢ Kimyasal Iyonizasyonu), Sivi Kromatografi
sisteminden gelen “eliient”in aerosoliinii olusturmak i¢in 1s1 ve bir nebiilizasyon gazi
kullanir. EST’nin aksine, iyonlar ¢ozeltide veya sivi fazinda degil, gaz fazinda

olusturulur. Bu, aerosol i¢indeki ¢oziicii molekiillerini ve analiz edilen bilesenleri
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iyonize etmek icin yliksek voltaj uygulanan bir korona desarj1 (bir igne) kullanilarak

gerceklestirilir.

S1v1 6rnek, ilk olarak ince bir akis halinde 1sitilmis bir igne araciligiyla piiskiirtiiliir.
Bu igne genellikle 400°C veya daha yiiksek sicakliklarda c¢alisir, bu da sivinin
buharlagsmasini saglar. Buharlasan 6rnek, gaz fazina gecer ve APCI iyonizasyon
bolmesine girer. Burada, yiiksek voltaj altinda calisan korona ignesi ¢evredeki gaz
molekiillerini (genellikle hava veya azot) iyonlastirir. Bu islem, gaz molekiillerini
pozitif yiiklii iyonlara veya serbest radikallere déniistiiriir. Igne tarafindan iiretilen bu
reaktif iyonlar, genellikle H;O" (hidronyum iyonu), N2>* (azot iyonu) ve O>" (oksijen
iyonu) gibi tiirlerdir. Bu iyonlar, buharlasmis analit molekiilleriyle carpisarak
protonasyon adi verilen bir reaksiyonla analit molekiiliine bir proton (H") verir. Bu
sekilde analit, pozitif yiiklii bir iyon haline gelir ve [M+H] * olarak iyonize olur.
Iyonize edilmis analit molekiilleri daha sonra kiitle spektrometresi tarafindan analiz

edilir.

APCI, ozellikle polar olmayan metabolitlerin iyonizasyonu i¢in uygundur. Bu
yontemin kullanildig1 klasik ornekler arasinda fosfolipitler, yag asitleri, steroller,
steroidler, bazi esterler ve ugucu yaglar gibi bilesiklerin analizi yer alir. APCI,
genellikle ESI’ye kiyasla matris etkilerine (iyon baskilama dahil) daha az duyarhidir
ve az polar bilesenler i¢in daha iy1 hassasiyet saglayabilir. Ancak, APCI’nin bazi
sinirlamalart da vardir: Genellikle yalnizca tek yiiklenmis iyonlar olusur, bu da analiz
edilebilecek kiitle araligini sinirlar. Ayrica, termal olarak hassas bilesenler i¢in uygun

olmayabilir ve ESI’ye gore genellikle daha diisiik sinyal verir (37).

2.11.2.4. Matriks yardimh desorbsiyon iyonlastirma (MALDI)

Lazer 1sin1 kullanarak numunelerin iyonize edilmesini saglayan bir kiitle
spektrometrisi teknigidir. Bu yontemde, numune molekiilleri UV 15181n1 emen bir
matris malzemesi ile karistirilir. Matris, numune molekiillerinden ¢ok daha fazla
bulunur ve karisim, kiigiik damlaciklar halinde hedef plakaya uygulanarak kurutulur.
Kurutma sonrasi sivi buharlasir ve matris iginde gdmiilii numune molekiilleri kalir.

Kat1 ¢6zeltinin biiylik pargalari, vakum altinda yogun lazer darbeleri ile hedef alinir.
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Lazer 1511, matris molekiillerini uyararak 1s1 birikimine yol agar ve bu da analit
molekiillerinin iyonlagmasini saglar. Vakum altinda gergeklesen bu siirecte olusan

iyonlar, kiitle analizoriine dogru hizlandirilir.

MALDI, 300.000 Da'ya kadar olan biiyiik biyomolekiillerin (6rnegin, proteinler ve
DNA) analizinde etkili bir yontemdir (33).

2.11.2.5. Elektron iyonizasyonu

Elektron iyonizasyonu (EI) teknigi, Dempster tarafindan 1918-1921 yillar1 arasinda
gelistirilmis ve "elektron darbesi" olarak adlandirilmistir. Daha sonra Bleakney, Winn

ve Nier bu yontemi iyilestirmistir (39).

EI yontemi, numunenin gaz fazinda bulunmasini ve yiiksek enerjili elektronlarla
iyonizasyonunu gerektirir. {1k olarak, numune 1sitilarak gaz fazina gegirilir. Ardindan,
vakum altinda yaklasik 70 eV enerjili elektronlarla ¢arpistirilir. Bu yiiksek enerjili
elektronlar, hedef molekiillerle carpisarak onlarin iyonizasyonunu baglatir. EI yontemi
genellikle 10~° torr vakum altinda c¢alisir ve neredeyse tiim ucucu bilesiklerin

analizinde kullanilabilir.

Avantajlar1 arasinda yiiksek hassasiyet ve saglam tekrarlanabilirlik ile biiyiik
kiitiiphanelerle hizli ve glivenilir bilesen tanimlamas1 bulunur. Ancak, bazi bilesiklerde
molekiiler iyonlar zayif olabilir; yontem sadece termal olarak kararli ve ugucu
molekiiller i¢in uygundur. Ayrica, karmasik spektrumlar ve diistik kiitle araligi (<1.000

Da) nedeniyle detayl bilgi saglamak zor olabilir (40).

2.11.2.6. Kimyasal iyonizasyon

CI, kiitle spektrometrisinde numunelerin iyonlastirilmasinda kullanilan ve kimyasal
etkilesimlere dayanan bir yontemdir. Bu teknik, iyonlarin diisiik enerjiyle iiretilmesini
saglayarak numunelerin daha az parcalanmasini hedefler. Yani, CI yOntemiyle
olusturulan iyonlar, elektron iyonizasyonunda oldugu gibi yiiksek enerjiye sahip
degildir. Bu diisiik enerji, molekiillerin par¢alanmasini azaltir ve molekiiler yapinin

daha iyi korunmasina yardimci olur, boylece spektrumda molekiiler tiirler daha net bir
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sekilde tanimlanabilir. Munson ve Field tarafindan gelistirilen bu teknik, baslangigta
hidrokarbonlar ve petrokimyasallar tlizerinde uygulanmistir (33). Bu yontemde,
numuneyi iyonize etmek i¢in reaktif gazlar kullanilir; yaygin olarak metan (CHa),

amonyak (NHs) ve isopropanol (CsH-OH) gibi gazlar tercih edilir (41).

ClI stireci, oncelikle reaktif gazlarin iyonlastirilmasi ile baslar. Bu gazlar, elektriksel
bosaltma veya diger enerji kaynaklar1 yardimiyla iyonize edilir. Bu iyonizasyon
genellikle elektron ¢arpmasiyla gergeklestirilir ve CHs* gibi kararli iyonlar olusur. Bu
iyonlar, numunedeki molekiillerle kimyasal reaksiyona girer ve yeni iyonlar olusturur.
Iyonize reaktif gaz (6rnegin CHs*), numune molekiilleriyle etkilesime girerek MH*
gibi iyonlar iiretir. Reaksiyonlar genellikle proton transferi veya elektron transferi
yoluyla gerceklesir, bodylece numunedeki molekiiller iyonize olup kiitle

spektrometrisine yonlendirilir (41).

CI (Kimyasal Iyonizasyon) kaynaklari, EI (Elektron Iyonizasyonu) kaynaklaridan
daha yiiksek bir basingta (yaklasik 1 Torr) ¢alisir, bu da iyon-molekiil ¢arpigmalarini
artirir ve iyonizasyon verimliligini ylikseltir. Ayrica, CI' de kullanilan elektron enerjisi,
EI' deki tipik 70 eV'nin iizerine ¢ikarak 500-1000 eV araligina ulasir, bu da iyon

kaynag1 kutusunun merkezine daha derin niifuz edilmesini saglar (33).

Kimyasal iyonlasmanin (CI) baslica avantajlar1 arasinda yiiksek secicilik, diistik
kiitle kayb1 ve yiiksek duyarlilik bulunur. Diisiik kiitle kaybi, spektrumda molekiiler
iyonlarin daha belirgin olmasini saglar. Yiiksek duyarlilik ise reaktif gazlarin numune

ile etkilesiminden dogan iyonlagma verimliligini artirir.

2.11.2.7. Atmosferik basin¢ fotoiyonizasyonu (APPI)

APPI’nin teknik kurulumu, bir 1sitilmis nebiilizor ve iyonizasyonu saglamak igin
UV 15181 kullanan bir lambadan olusur. Bu sistem, analitik siviyr piiskiirtiip
buharlastirarak bilesenlerin analizini gergeklestirir. UV lambasi, hedef molekiilleri
iyonize ederek analizi saglar. APPI, 6zellikle diisiik ucuculuga sahip ve polar olmayan

bilesenlerin etkili analizini yapma kapasitesine sahiptir.

Ancak, APPI’nin baz1 sinirlamalar1 vardir. Diger iyonizasyon yontemlerine gore

daha diisiik duyarlilik gosterebilir, bu da diisiik konsantrasyonlu analitlerin tespitini
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zorlagtirabilir. Ayrica, yliksek uguculuga sahip veya ¢ok polar bilesiklerin analizi i¢in

sinirli bir uygulama alanina sahiptir (37).

2.11.3. Vakum sistemi

Tiim MS cesitlerinde bulunan ii¢ ana bilesen, bir iyonizasyon kaynagi, bir kiitle
analizorii ve bir dedektordiir; bu {i¢ bilesen, iyonlarin analizore ve dedektore iletimini

optimize etmek i¢in vakum altinda tutulur.

Iyonizasyon iglemi tamamlandiginda, olusan iyonlar vakumlu ortama yonlendirilir.
Iyonlar, kiitle analizoriine ve dedektore ulasabilmek icin genellikle diisiik basingli bir

ortamda tasinir.

Kiitle analizorii ve dedektor genellikle vakum altinda ¢alisir ¢iinkii diisiik basing,
iyonlarin daha diizgiin ve kesintisiz bir sekilde hareket etmesini saglar ve ¢arpigsma

oranlarini azaltir.

Vakum sistemi, cihazin hassasiyetini ve dogrulugunu artirmak icin kritik bir
bilesendir. Vakumun temel amaci, iyonlarin analiz siire¢lerinde engellenmeden hareket
edebilmesi i¢in gaz molekiillerinin sayisint minimize etmektir. Yiiksek vakum,
iyonlarin analiz siiresince baska gaz molekiilleriyle ¢arpigmasini 6nler, bu da

sonuglarin tekrarlanabilir ve giivenilir olmasin1 saglar.
MS cihazinda kullanilan vakum sistemi genellikle iki kademelidir:

1. Rotary Pompa: Bu pompa ilk adimda vakumu saglar ve sistemi baslangigta atmosfer
basincindan yaklasik 107 - 10~ torr mertebesine kadar diisiiriir. Rotary pompa, hava

ve diger gazlar sistemden ¢ikararak daha diisiik bir basinca ulagilmasini saglar.

2. Turbomolekiiler Pompa: Rotary pompanin sagladigi vakumu daha da derinlestirerek
1076 - 1077 torr seviyelerine kadar diisiirtir. Bu pompa, ¢cok yiiksek hizda donen rotorlar
kullanarak gaz molekiillerini daha da etkili bir sekilde disar1 atar. Bu diisiik basing

seviyesi, iyonlarin dedektore kadar kesintisiz bir sekilde ulagsmasina olanak tanir.
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2.11.4. Kiitle analizorii

Kiitle analizorii iyon kaynagi icerisinde olusturulan iyonlarin elektrik alan etkisiyle
zaman veya alan icindeki m/z oranlarina gore ayirildigi kisitm olup kiitle
spektrometrelerinin temel bilesenidir. En ¢ok kullanilan kiitle analizorleri magnetik
sektorll, ugus zamanlh (TOF), quadrapol (Q), Tandem MS/MS ve iyon tuzakh kiitle

analizoridiir.
2.11.4.1. Magnetik sektorlii kiitle analizorii

Manyetik sektor kiitle analizorii, iyonlar1 bir manyetik alan i¢inde donel bir yol
boyunca yonlendirir. Iyonlarin hareket yolu, kiitle/yiik oranlarina bagl olarak degisir,
bu nedenle belirli bir m/z oranina sahip iyonlar ayrilir ve yalnizca hedef iyonlar

dedektore ulasir.
2.11.4.2. Quadrapol kiitle analizorii

Tekli quadrupol, dort paralel metal gubuktan olusur ve karsilikli iki ¢ubuk ¢ifti
elektriksel olarak birbirine baglanir. Bu ¢ubuklar arasinda radyo frekansi (RF) voltaj
uygulanirken, dogru akim (DC) voltaj1 da eklenir. Cubuklar, pozitif ve negatif voltajlar
olacak sekilde yerlestirilir, ancak her iki ¢ubuk ¢ifti arasinda 180° faz fark: vardir. Bu
faz farki, elektrik alanin yoniinii degistirerek belirli iyonlarin yoriingelerini dengeler

ve gegislerini saglar.

Quadrupol, yalnizca belirli bir kiitle/yiik (m/z) oranina sahip iyonlarin dedektore
ulagmasina izin veren bir kiitle filtresi gérevi gortir. RF ve DC voltaji arasindaki oran,
hangi iyonlarin kararl yoriingeler izleyerek dedektore ulasabilecegini belirler. Uygun
m/z araligindaki iyonlar quadrupolden gegerken dengeli bir yol izlerken, bu araligin
disindaki iyonlar kararsiz yoriingelere saparak ¢ubuklara ¢arpar ve elenirler. Bu sayede

sadece istenen iyonlar secilir ve analiz edilir.

2.11.4.3. Tandem-MS/MS

Ardisik kiitle spektometresi (MS/MS) seri olarak birbirine baglanmis iki dort
kutuplu kiitle analizoriinii kullanir. Tipik bir MS/MS analizinde, segilen bir kiitlenin

iyonlar1 (6ncii veya ana iyonlar), bir ¢arpigma hiicresine iletilmeden once ilk kiitle
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analizorii (ilk quadrupol) tarafindan izole edilir. Ikinci RF olmayan quadrupol bir
carpigsma hiicresi olarak hizmet eder. Carpigma hiicresindeki iyonlar, genellikle inert
bir gazin nétr atomlariyla c¢arpisarak pargalanir. Bu islem sirasinda hiicreye bir
carpisma gazi (Ornegin azot, argon veya helyum) eklenir. Bu gaz, iyonlarla etkilesime
girer ve onlarin parcalanmasina neden olur. Carpigsma hiicresi genellikle 10~ Torr
basingta calisir. Iyonlar, carpisma gaz1 molekiilleriyle yaklasik 30 elektron volt (eV)
enerjiyle carpisir. Uretilen sonraki parcalar (iiriin veya yavru iyon) daha sonra ikinci
kiitle analizorii (liglincii ve son quadrupol) tarafindan analiz edilir. Tandem kiitle
spektrometreleri, son derece diisiik yogunluktaki molekiillerin yiiksek dogruluk
derecesiyle tanimlanmasint ve miktarsal Ol¢iimiinii saglayan oldukga spesifik ve

hassas cihazlardir.

iyon Kaynag1 — Q1 [Filtreleme] — Q2 [Carpisma] — Q3 [Filtreleme] — Dedektor

2.11.4.4. Tuzak tabanh kiitle spektrometrisi (QTRAP)

QTRAP, dort kutuplu iyon tuzaklari (Quadrupole Ion Trap) olarak bilinen kiitle
spektrometresi bilesenleri, ilk olarak 1953 yilinda Bonn Universitesi'nden Paul ve
Steinwedel tarafindan gelistirilmistir. QTrap sistemleri, iki dort kutuplu kiitle analizorii
ve bir iyon tuzagi igerir. Ik dért kutuplu analizér (Q1), belirli kiitle/yiik oranina sahip
iyonlar1 secer. Bu segilen iyonlar, ¢arpisma hiicresinde pargalanarak iirlin iyonlar:
olusturur. Pargalanan iyonlar, genellikle ikinci dort kutuplu analizér’iin (Q3) i¢inde
bulunan bir iyon tuzaginda tutulur Bir iyon tuzag: da, iki hiperbolik u¢ kap elektrodu
ve bir donut seklindeki halka elektroddan olusur.
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iyon kaynagindan iyon kaynagindan

iyon girisi iyon girisi
: l j I Girig ug kapagi

tiaet Halka elektrot

le
dedektore iyon cikisi Cikis ug kapag!

Sekil 2.10. Dort kutuplu iyon tuzak kiitle analizoriiniin yapisi. Solda kesit, sagda egik

dedektore iyon cikisi

3D goriiniim bulunur.

Bu tuzak, iyonlarin ek analizler igin saklanmasini saglar. Iyon tuzaginda iyonlar smirl
bir hacimde depolanir. Son olarak, Q3 bu {iriin iyonlarini analiz eder ve detektdr bu

iyonlar1 dlgerek kiitle spektrumu olusturur (42).
QTRAP Sistemi:

iyon Kaynag1 — QI [Filtreleme] — Q2 [Carpisma] — Q3 [ Kadrupol /iyon Tuzagif
— Dedektor

2.11.4.5. Ucus zamanh kiitle analizorii (TOF)

TOF (Time-of-Flight) kiitle analizorii, iyonlar1 kiitle/yiik oranlarina gore ayirmak
i¢in iyonlarmn ugus siirelerini kullanir. Iyonlar, belirli bir enerji ile hizlandirilir ve bir
Iyonlar, dedektdre ulasana kadar belirli bir mesafe boyunca hareket eder. Bu hareket
stiresi, iyonlarin kiitle/yiik oranina bagli olarak degisir; hafif iyonlar bu mesafeyi daha
kisa siirede kat ederken, agir iyonlar daha uzun siirede dedektore ulasir. Iyonlarin ucus

stireleri, kiitle/yiik oranlarimi belirlemek i¢in 6l¢iiliir.

32



2.11.5. Dedektor

Iyon dedektérleri, kiitle spektrometrisinde iyonlar1 tespit etmek ve dlgmek icin
kullanilir. Ayristirilmis iyonlar, kiitle spektrometresinde kullanilan bir ayristiricidan
(6rnegin quadripol) sonra dedektore yonlendirilir. Dedektor icinde, genellikle metal
bir kap ve igindeki bir tel elektrot kullanilarak bir elektrik alan1 olusturulur. Bu elektrik
alan1, iyonlarin dedektdr iginde hareket etmelerini saglar. Iyonlar, elektrik alani
tarafindan yonlendirilerek elektrotlara carpar. Iyonlarin elektrotlara ¢arpmasi, bir
elektrik akimi olusturur. Bu akim, iyonlarin varligim1 ve miktarini belirlemek i¢in
olciiliir. Olgiilen akim verileri, iyonlarin kiitlesi ve miktar1 hakkinda bilgi saglayarak

bir kiitle spektrumu olusturur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma tasarim

Calisma, Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ile
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Endokrinoloji Bilim Dali ile
birlikte yiiriitilmistiir. Tiim test Ol¢iimleri, Hacettepe Erigskin Hastanesi Merkez
Laboratuvari'nda yapilmistir. Calisma, prospektif bir tasarima sahip olup goniilliiliik
esasina dayanmaktadir. Calismanin etik onayi, Hacettepe Universitesi Etik Kurulu

tarafindan alinmis ve katilimcilardan bilgilendirilmis yazili onay alinmistir.

3.1.1. Hasta Populasyonu

Hacettepe Universitesi, Cocuk Hastanesi Cocuk Endokrinoloji boliimiine basvuran
ve Santral AY oldugundan siiphelenilen ve LDT uygulanan 1-18 yas arasindaki
cocuklar calismaya dahil edilmistir. iki grup olusturuldu:

e Santral AY grup (hasta grup)
e HPA intakt grup (kontrol grup)

Calisma grubu, kurumumuzda Santral AY oldugundan siiphelenilen ve LDT
uygulanan 63 ayaktan pediatrik hastadan olugmaktadir. Katilimcilarin 42'si erkek

cocuk, 21'1 kiz ¢ocuktur. Yas araligi 1 ile 18 arasindadir.

Onceki bir ¢alismada, AY tanisi igin diisiik doz ACTH testi (LDT) ile metirapon
testi karsilastirilmis ve diisiik doz ACTH testi sirasinda pik kortizol i¢in kesim noktasi
19,8 ng/dL (546 nmol/L) olarak belirlenmistir. Buna gére LDT' de serum pik kortizol
seviyeleri 19.8 pg/dL'nin altinda olan hastalar adrenal yetmezlik olarak tanimlandi

(43). Biz de ¢alismamizda AY tanisi i¢in bu kesim degerini kullandik.

3.1.2. Dahil etme kriterleri

e  GOniillii olmay1 kabul eden hastalar

e Santral AY den siiphelelenilen ve LDT yapilan hastalar
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3.1.3. Dislama Kkriterleri

e Primer adrenal yetmezligi olan ve plazma ACTH’1 yiiksek olan ¢ocuklar
e Akut kortizol yetmezligi olan ¢ocuklar

e Test sirasinda hemodinamik stabilitesi bozuk olan ¢ocuklar

e Agizici kanamasi olan ¢ocuklar

e Ostrojen tedavisi alan kiz cocuklar

e Hipotalamus-hipofiz tiimor cerrahisi gegiren ¢cocuklar

e Diyabet ve komorbiditesi olan gocuklar

3.1.4. Bu ¢calismanin amagclar1 sunlardir

e 1-18 yas arast ¢ocuklarda LDT sirasinda tiikiiriik kortizol (SC) seviyelerini
serum seviyeleri ile karsilastirmak ve SC’nin tanisal dogrulugunu belirlemek

e AY tanisinda SC’nin duyarliligini ve 6zgiilliiglini belirlemek

e HPA aksimin biitiinliigiiniin degerlendirilmesinde SC i¢in esik deger belirlemek

e AY’ tanisinda DHEA ve DHEA-S’1n rolini belirlemek

3.2. LDT Uygulamasi:

Poliklinige bagvuran Santral AY’ dan siiphelenilen ¢cocuklara test, sabah 08.30-09.00

arasinda yapildi.

3.2.1 LDT Hazirlanma Protokolii

1.V kateter takilir.

Bazal ACTH ve kortizol 6l¢limii i¢in kan alinir.

1 ug doz ACTH (Synacthen) kateterden verilir.

0., 20., 30. ve 40. dakikalarda kan ve tiikiiriik 6rnekleri alinir.
3.2.2. LDT dozunun hazirlanmasi
1 ampul 250 pg/ ml Synacthen (tetracosactide 250 pg, Novartis Pharma GmbH,

Niirnberg, Almanya) icerigi 249 ml fizyolojik ¢ozeltinin (SF) icine eklenir. Bu
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seyreltme testin yapilacagl giin yapilir, taze olarak hazirlanilir. Testin baginda,
seyreltmis ¢ozeltinin 1 ml' si (1 pg) intravendz olarak uygulanilir serum ve tiikiirtik

ornekleri 0, 20, 30, 40. dakikalarda hastadan alinir.

3.3. Ornek Toplama
3.3.1. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Tukiirik ornekleri bazal ve test sonrasi 20., 30 ve 40. dakikada Salivette tiiplere
(Sarstedt Salivette Cotton Swab for Saliva Collection, Rommelsdorf, Germany)
toplandi. Maksimum 6rnekleme stiresi 2 dakikaydi. Total hacim 1 mL topland1 ve 1
saat i¢cinde laboratuvara transfer edildi. Ttim 6rnekler laboratuvara teslim edilene kadar

4 °C’de saklanda.

Tiikiiriik 6rnekleri laboratuvara kabul edildikten sonra 2000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilerek, ayrilan siipernatant —80 °C’de ¢alismaya kadar saklandi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Tiikiiriik 6rneklerinin hazirlanmasi.

3.3.2 Tiikiiriik Toplama Oncesi Hastanin Uymasi1 Gereken Kurallar:

e  Ornek alimimindan 30 dakika dnce yemek yememek ve s1vi igecek igmemek
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e Ornek alimmmindan 30 dakika dnce dislerini fircalamamak

e Ornek almimindan 30 dakika dnce sigara igmemek

e Ornek alimmmindan 30 dakika dnce stresten uzak olmak

e Ornek aliminin 24 saat dncesinden itibaren meyan kokii iceren besinlerin

(glisirizin) almamalar1 istendi.

3.3.3. LDT Testi Sirasinda Kan Orneklerinin Toplanmasi

LDT sirasinda, 0., 20., 30 ve 40. dakikalarda kan ornekleri farkli tiiplere alindi
(Sekil 3.2). 0. dakikada ACTH ve DHEA-S i¢in EDTA'1 mor kapakli tiipe, kortizol
icin jel iceren sar1 kapakli tiipe (SST tiip) numune alindi. Ayrica, 0. dakikada tiikiiriik

kortizolii i¢in tiikiiriik 6rnekleri ilgili tiikiiriik toplama kabina alindu.

0’ dak. 20’ dak. 30’ dak. 40’ dak.

Kortizol,
serum

. DHEAS

Kortizol Kortizol, Kortizol, Kortizol,
tukiirik tukarik takarak takarak

Kortizol Kortizol Kortizol

Sekil 3.2. Kan ve Tiikiiriik Ornek Alimlar1 ve Calisilan Testler.

3.3.4. 24 Saatlik idrar Orneklerinin Toplanmasi

Hastalarin 24 saatlik idrar toplama islemi i¢in borik asit igeren idrar bidonlar1
saglandi ve her hastaya ve annesine 24 saatlik idrar toplama yontemi detayl bir sekilde

anlatildi.
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Serbest
Kortizol, idrar

Kreatinin,
idrar

Sekil 3.3. Idrar 6rneklerinde ¢alisilan testler.

3.4. Kimyasal Madde, Ekipman ve Cihazlar
3.4.1. Kimyasal Maddeler:

*Kortizol (%98 saflikta), kortizon (%99 saflikta) ve deksametazon (%99
saflikta) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, USA) temin edilerek analizlerde

kullanilmastir.

*Deuteryum  etiketli ~ d4-kortizol  standardi, = Cambridge  Isotope
Laboratories’den (Andover, MA, USA) saglanarak c¢alismalar i¢in kullanilmigtur.

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

Louis, MO, USA) tedarik edilip kullanilmistir.

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

temin edilmistir.

Bu kimyasallarin hazirlandig1 cam malzemeler, vialler laboratuvar biinyesinde mevcut

olup deneylerde kullanilmustir.

3.4.2. Ekipman ve cihazlar:

e Santrifiij (Mikro 20, Hettich)
e Vorteks (Oragon Lab)

e Otomatik pipetler

e Ependorf tiip (1.5 ml)

e Vialler (Shimadzu)

38



e -80 °C derin dondurucu (MDF-U6086S)

e -20 °C derin dondurucu (MDF-U6086S)

e Buzdolab1

e HPLC kolonu (Shimadzu, JAPAN): C18 loading column, (100mm x 3,5
mm X 3 pm) (Luna Omerga, Phenomenex, USA).

e SCIEX 5500: LC- MS/MS: Triple Quad™ 5500+ QTRAP® Ready
(stitun firm igeren bir HPLC (Shimadzu), otomatik sampler, iki sivi
kromotografi pompasi, iki adet degazor, elektrosprey iyonizasyon

kaynagi ve triple quadripol kiitle spektrometre icerir).

3.5. Biyokimyasal Olgiimler

e Kiitle spektrometre
e Immunanaliz

e Spektrofotometre

LC MS/MS iIMMUNANALIZ SPEKTROFOTOMETRE

Kortizol,

tukdrak

Kortizol,

idrar

. DHEAS
Kortizol

Kreatinin,
idrar

Sekil 3.4. Calismada kullanilan biyokimyasal yontemler.
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3.5.1.Serum Kortizol Ol¢iimii

Serum bazal kortizolii kemiliiminesans yontem ile Beckman Coulter DXI 800
otomatik analizoriinde Olgiildii. Analitik Ol¢lim araligr 0,4-60 pg/dL, Ol¢iim
sensitivitesi 0,4 pg/dL idi. Calisma i¢i %CV diisiik, orta ve yiiksek diizey i¢in sirasiyla
%6,7, %4.,4 ve %4,4 iken giinler aras1 %CV sirastyla %7,9, %6 ve %6,4 idi.

3.5.2. Plazma ACTH Olciimii

Plazma bazal ACTH diizeyleri, kemiliiminesans sandvi¢ immunanaliz yontemi ile
IMMULITE 2000 cihazinda 6l¢iildii. Calisma i¢i tekrarlanabilirlik, diisiik, orta ve
yiiksek diizeyler i¢in sirasiyla %8,7, %6,7 ve %6,8 iken, giinler aras1 tekrarlanabilirlik
sirasiyla %9,8, %8.2, ve %8,7 idi. Olgiim sensitivitesi 5 ng/mL idi.

3.5.3. Plazma DHEA ve DHEA-S Ol¢iimii

DHEA ve DHEA-S diizeyleri, LC-MS/MS yontemi kullanilarak SCIEX 5500 Triple
Quad™ 5500+ QTRAP® Ready cihazinda 6lgiildii. DHEA-S i¢in 6l¢lim araligi 15-
85,290 pg/dL olup, tayin limiti 0,1 pg/dL idi. Giin i¢i tekrarlanabilirlik, EST modunda
diisiik diizeyde %09,1, orta diizeyde %8,4 ve yiiksek diizeyde %4,0 iken, glinler arasi
tekrarlanabilirlik ise diisiik diizeyde %9,2, orta diizeyde %6,8 ve yliksek diizeyde %3,3
idi.

DHEA i¢in 6l¢lim araligi 0,1- 500 ng/mL olup, tayin limiti 0.1 ng/mL idi. Giin i¢i
tekrarlanabilirlik, EST modunda diisiik diizeyde %10,2, orta diizeyde %3,3 ve yiiksek
diizeyde %1,3 iken, giinler arasi tekrarlanabilirlik, diisiik diizeyde %11,5, orta diizeyde
%6,1 ve yiiksek diizeyde %5,3 idi.

3.5.4. Idrar Serbest Kortizol Ol¢iimii

Idrar serbest kortizol diizeyleri, LC-MS/MS yéntemi kullanilarak SCIEX 5500
Triple Quad™ 5500+ QTRAP® Ready cihazinda 6l¢iildii. Giin i¢i varyasyon diisiik,
orta ve yiiksek konsantrasyonda %4,8, %2,9 ve %1,4 iken, glinler aras1 varyasyon
%CYV, diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda %7,4, %5,8 ve %2,5 idi. Analitik tayin
limiti 0,25 ng/mL idi.
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3.5.5. Tiikiiriik Kortizol Ol¢iimii

3.5.5.1. Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calisma i¢in kortizol standardi (Sigma Aldrich, Zwijndrecht, Hollanda) den temin
edildi.

- Ana stok standart ¢ozeltisi (1 mg/mL) metanolde hazirlandi. Daha sonra
metanol ile dilusyonlar yapilarak ¢alisma stok soliisyonlar1 hazirlandi.

- Ana stok ¢ozeltiden 1/100 diliisyon ile 10 pug/mL standart hazirlandi. Sonra
bundan 1/50 diliisyon ile 200 ng/mL standart soliisyonu (calisma standart
soliisyonu) elde edildi.

- Daha sonra bu soliisyondan diliisyonlar yapildi ve kalibrasyon egrisinin

cizilmesi i¢in gerekli standartlarin hazirlanmasinda kullanildu.

3.5.5.2. internal Standart Cozelti Hazirlanmasi

D4-kortizol (1 mg) Cambridge Isotope Laboratories’den (Andover, MA, USA)
temin edildi. Stok kortizol IS soliisyonu (120 pg/mL) metanolde hazirlandi. Sonra stok
IS, metanol ile (1/2000) oraninda dilue edilerek 60 ng/mL g¢alisma IS soliisyonu
hazirlandi. Calismaya dek -80 °C’de saklandi.

3.5.5.3. Standart Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Saglikl1 bireylerden gece yaris1 toplanan tiikiiriik 6rnekleri birlestirilerek havuz
haline getirildi. Bu havuz, 40 ml’ye 0,8 gram aktif karbon eklenerek bir gece boyunca
muamele edildi. Ardindan, 14.000 rpm’de 15 dakika santriftiyj edilip, 0,22
mikrometrelik filtreden geg¢irildi ve “Caligsma tiikiiriik havuzu” olarak adlandirildi.

Caligma standart sollisyonundan diliisyonlar yapildi ve “caligma tiikiiriik havuzu”
spiked edilerek farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Kalibrasyon

egrisi 0, 1, 5, 30, 60, 130 ng/mL kortizol olacak sekilde yedi noktal1 olarak ¢izildi.
3.5.5.4. Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmasi

Tikirik havuzu hazirlandi ve aktif karbonla muamele sonrasi filtre edilerek

caligma tiikiirik havuzu olusturuldu. Bu tiikiiriik havuzu diliie edilmis ¢alisma standart
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soliisyonu ile spiked edilerek diisiik (1,2-3,8 ng/mL), orta (6,5-9,5 ng/mL) ve yiiksek
(13-19 ng/mL) konsantrasyonlarda kontrol drnekleri hazirlandi. Kontrol 6rnekleri
1000 pL alikot edildi ve analize dek -80 °C’de saklandi. Her bir ¢alismada bir seri

diisiik, orta ve yiiksek kontrol deep freeze’den ¢ikarilip taze olarak kullanildi.

3.5.5.5. Hasta Tiikiiriilk Numunelerinin Hazirlanmasi:

Laboratuvarda -80 °C’de saklanan hastalara ait tiikiliriik numuneleri ¢calisma giinii
coziilerek oda sicakligina getirildi. Bu 6rnekler ekstrakte edildikten sonra siipernatant

alimarak LC-MS/MS ile 6l¢lim yapildi.
3.5.5.6.Tiikiiriik Numunelerinin Ekstraksiyon Protokolii:

Tiikiiriik 6rnekleri deproteinize edildi. Bunun i¢in 500 pL numune iizerine 20 pL
9%0,5 asetik asit igeren saf asetonitril ¢ozeltisi ve 20 pL internal standart (d4-kortizol,
60 ng/mL) eklendi. 5 dakika vortex yapildiktan sonra 14,000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi. Supernatan (300 pL) baska bir tiibe transfer edildi ve lizerine 100 pL

metanol eklendi ve kiitle spektrometresine verildi.

3.5.5.7. Tiikiiriik Kortizolii LC-MS/MS Ol¢iim Prosediirii

Calismaya baslamadan once kiitle spektrometrik tiikiiriik kortizol dl¢iimii i¢in en
yuksek intensite ve rezoliisyona sahip pikleri elde etmek {iizere optimizasyon
caligmalar1 yapildi. Literatiire uygun sekilde gerceklestirildi.

Mobil faz i¢in, mobil faz A olarak %0,1 asetik asit iceren HPLC grade su, mobil faz
B olarak %35 asetonitril; mobil faz A olarak 2 mmol/L amonyum asetat ve %0,1 formik
asit iceren HPLC grade su, mobil faz B olarak 2 mmol/L amonyum asetat ve %0,1
formik asit iceren metanol; mobil faz A olarak 2,5 mM amonyum format iceren HPLC
grade su ve mobil faz B olarak 2,5 mM amonyum format igeren metanol; mobil faz A
olarak %0,05 asetik asit iceren HPLC grade su ve mobil faz B olarak %95 asetonitril
denendi. Son olarak, mobil faz A olarak 2,5 mM amonyum format igceren HPLC grade
su ve mobil faz B olarak 2,5 mM amonyum format i¢eren metanol optimum sartlari

sagladig tespit edildi.
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Kromatografik ayrilma, ReproSil-XR 120 C18 kolonu (100 mm x 3.0 mm, Dr.
Maisch GmbH, Almanya) ve LC 20AD, LC 20AC, CBM 20A, CTO 10AS, DGU
20A3, FVC 20AH2 igeren UFLC sistemi (Shimadzu Co., Tokyo, Japonya) kullanilarak
gerceklestirildi. Orekler, standart ve kontroller (10 pL) sisteme enjekte edildi.

Enjeksiyon hacmi ile ilgili olarak 5-25 pLpL arasindaki hacimlerde uygulamalar
yapildi; rezoliisyonu en yiiksek pikler 10 pL ile elde edildi. En yiiksek intensiteli
piklerin 450 °C’de alindig1 tespit edildi. Iyon piiskiirtme voltaj1 i¢in 4000 V—6000 V

arasinda uygulandi ve en uygun voltaj degerinin 5500 V oldugu saptandi.

Tiikiirtik kortizol icin MRM gegisleri 363/121 ve 363/91, doteryum-internal
standart icin ise 367/121 olarak belirlendi. Pik retansiyon zamani 5,6 dakika olarak
saptandi. MRM modunda deteksiyon yapildi; ESI ve pozitif iyon modu kullanildi.

Akis gradyanini belirleme ¢aligmalarinda ideal akis hiz1 0.3 mL/dakika olarak tespit
edildi. Pompa B nin yiizdesi i¢in %50, %65 ve %80 ile deneme yapildi ve akis
gradyani Sekil 3.5 de gosterilmektedir.

. Gradient Curve
100 I
80}
4 60
#
X
20
0 5y 40 6.0 a0 10.0
0.0 ' Time (min.)

Sekil 3.5. Mobil faz B’nin akis gradiyent egrisi.

Tiikiiriik kortizolii ve IS i¢in retansiyon zamani sirastyla 5,6 ve 5,5 dakika bulundu.
Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi i¢in tiikiiriik serbest kortizol/internal standart tepe
alanlar1 oran tiikiiriik serbest kortizol konsantrasyonlarina karsi ¢izildi. Tiim 6l¢timler

Sciex 5500 kiitle spektrometresinde (AB Sciex, Concord, Ontario, Canada)
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gerceklestirildi. En ytiksek intensite ve rezoliisyona sahip piklerin oldugu kosullar elde

edildi. Olgiime ait kiitle spektrometre bilgileri Tablo 1°de verilmistir:

Tablo 1. Tiikiiriik kortizol 6l¢iimii i¢in kullanilan LC-MS/ MS’in 6zellikleri.

Pompa modu MRM

Analiz stiresi 10 dakika

Enjeksiyon hacmi 10 uL

Retention time 5,65 dakika

Kolon sicakligi 40°C

Total akis hizi 0,3 mL/dakika

fonization mode(pozitive) ESI

DP(volts) Diisiis gerilimi 116

EP(volts)Giris plakas1 gerilimi 10

CE(volts) Carpigma enerjisi gerilimi 31/87

CXP Carpisma hiicresi ¢ikis gerilimi 16/14

Curtain Gas(CUR) 35

Collision Gas (CAD) 9

fon spray voltage 5500 V

(Coziilme sicakligy 5500°C

MRM dedection window 60 dakika

Mobil faz A 85%

Mobil faz B 15%

Gradian programi: 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. Tiikiiriik Kortizol Ol¢iimiiniin Analitik Degerlendirilmesi

Tukiirik kortizol Slgiimiiniin analitik degerlendirilmesi igin linearite, Ol¢limiin
tekrarlanabilirligi, tayin limitleri, dogrulugu, bulas etkisi, matriks etkisi, Ornek

stabilitesi ve interferans CLIA standartlarina gore belirlendi.

Hastalarin tiikiirtiklerinde kortizol Ol¢timii yapildiktan sonra, kalan Ornekler
konsantrasyonlarina gore bir araya getirilerek bir tiikiirik havuzu olusturuldu. Bu

havuz, analitik degerlendirme i¢in kullanildi.
3.6.1. Analitik Tayin Limitleri

Analitik 6l¢tim limitleri (Clinical and Laboratory Standards Institute) CLSI EP17
protokoliine gore belirlendi (Westgard 2008).

3.6.1.1. Limit of Blank (LOB)

Kortizol igermeyen siipernatant ve en diisiik kortizol igeren siipernatant, LC-
MS/MS cihazinda ardisik olarak 20 kez 6l¢iildii; ardindan bu dl¢limler i¢in ortalama
ve standart sapma (SD) hesaplandi.

3.6 1.2. Limit of Detection (LOD)

Tayin limitini belirlemek i¢in sinyal/giiriiltii (S/N) oranini kullanildi. Sinyal/giirtiltii

oraninin 3 oldugu konsantrasyon seviyesi tespit limiti olarak kabul edildi.
3.6.1.3. Limit of Quantitation (LOQ)

Kantitasyon limiti, sinyal/giirtiltii (S/N) oranlaria gore belirlendi. Sinyal/giirtiltii

oraninin 10 oldugu konsantrasyon seviyesi kantitasyon limiti olarak belirlendi.

3.6.2. Linearite Calismasi

Linearite calismasi, CLSI EP6-A protokoliine gore gergeklestirildi. Calismanin

amact, kortizol i¢in analitik 6l¢iim araligini belirlemekti.
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Ilk olarak, yiiksek konsantrasyonunda (130 ng/mL) bir standart ¢cdzelti hazirlandi.
Bu ¢ozeltiden sirasiyla 1/2, 1/4, 1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000 ve
1/4000 oranlarinda diliisyon yapilarak 0,03-130 ng/mL konsantrasyon araliginda
cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltiler numuneye benzer sekilde 6n isleme

tabi tutulduktan sonra tandem MS ile analiz edildi.

3.6.3. Geri elde (Recovery) calismasi:

Geri elde c¢aligsmasi i¢in 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL konsantrasyonlarindaki
standartlar kullanildi. Orta konsantrasyonda tiikiiriik havuzu (8 ng/mL) hazirland1 ve

ardindan her bir standart bu havuza eklendi:

1. tip: 100 uL 5 ng/mL standart + 900 pL 6rnek havuzu
2. tiip: 100 pL 30 ng/mL standart + 900 pL 6rnek havuzu
3. tiip: 100 pL 130 ng/mL standart + 900 pL 6rnek havuzu

Bu 6rnekler 6n islemden gecirilerek kortizol dl¢iimii yapildi. %Geri elde hesaplandi.

3.6.4. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi

Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi, CLSI EP5 protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.
Calisma igi tekrarlanabilirlik ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlendirildi. Ilk
olarak, Yiiksek (16 ng/mL), orta (8 ng/mL) ve diisiik (2 ng/mL) konsantrasyonlarda

tiikiiriik havuzu (SP) hazirlandi.

Calisma ici tekrarlanabilirlik i¢in, her iic konsantrasyonda 20 6rnek hazirlandi. Bu
ornekler 6n isleme tabi tutulduktan sonra ayni c¢alismada ardisik kortizol 6l¢timii

yapildi. Ortalama, standart sapma (SD) ve yiizde degisim katsayisi (%CV) hesaplandi.

Glinler aras1 tekrarlanabilirlik i¢in, her {i¢ konsantrasyon diizeyinde 4 6rnek hazirlandi.
Bu 6rnekler 5 ardigik glin boyunca 6n isleme tabi tutuldu ve kortizol 6l¢iimii yapilds;

toplamda 20 6l¢iim gerceklestirildi. Ortalama, SD ve %CV hesaplandi.
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3.6.5. Interferans cahsmasi:

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi, CLSI EP7 protokoliine uygun sekilde gergeklestirildi.
Interferans c¢alismasi kapsaminda, 1 mg/mL konsantrasyondaki deksametazon
¢ozeltisi, tiiklirik havuzuna 150 ng/mL olacak sekilde eklendi. Diliisyon islemi
metanol ile yapildigindan, ¢aligma i¢in gereken kor numune de metanol ile hazirlandi.
On islem basamaklarindan gegirildikten sonra LC- MS/MS de her biri 5 kez calisildi.

Ortalama ve %pbias hesaplandi.

1. tiip: 150 pL (150 ng/mL) Deksametazon + 9850 uL 6rnek havuzu
2. tiip: 150 uL Metanol + 9850 pL 6rnek havuzu

Interferans calismasi kapsaminda, 1 mg/mL konsantrasyondaki Kortizon ¢ozeltisi,
tiikiiriik havuzuna 150 ng/mL olacak sekilde eklenmistir. Seyreltme islemi metanol ile
yapildigindan, ¢alisma i¢in gereken kor numune de metanol kullanilarak hazirlandi.
On islem basamaklarindan gegirildikten sonra LC-MS/MS de her biri 5 kez ¢alisildi.

Ortalama ve %bias hesaplandi.

1. tiip: 150 pL (150 ng/mL) Kortizon + 9850 puL 6rnek havuzu
2. tiip: 150 pLL Metanol + 9850 pL 6rnek havuzu

Her iki interfere edici madde igin 1. tiip ve 2. tiip arasindaki %bias hesaplandi.

3.6.6. Tasima (Carry over)

Tasima calismasi, CLSI EPO5 protokoliine gore gerceklestirildi. Yiiksek(Y) ve
diisiik(D)konsantrasyonlarda tiikiiriik havuzu hazirlandi; 6n isleme tabi tutuldu.
Numunelerdeki kortizol diizeyleri su sirayla 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 siralama i¢inde 1. grup, diisiik konsantrasyondan sonra gelen disiik
konsantrasyon iceren Ornekleri (D-D) ve 2. grup, yiiksek konsantrasyondan sonra
gelen diisiik konsantrasyon igeren drnekleri (Y-D) kapsamaktadir. Grup ortalamalari
ve standart sapmalar hesaplandi. Grup ortalamalar: arasindaki farkin toplam miisaade

edilen hatadan diisiik olup olmadig1 degerlendirildi.
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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 ¢6zmenin etkisi

Dondurma ve ¢dzmenin stabilite lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla, yliksek
(16 ng/mL) ve diisiik (2ng/mL) konsantrasyonlarda tiikiiriik havuzlar1 hazirlandi. Her
bir konsantrasyon dort tiipe ayrildi (toplam 8§ tiip) ve 6n isleme tabi tutularak hemen
kortizol 8l¢iimii yapildi. Olgiimiin ardindan tiipler -80°C'de saklandi. Ertesi giin, dort
seri tlip derin dondurucudan ¢ikarildi. Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlardaki birer seri
On igleme tabi tutularak kortizol 6l¢iimii yapildi, kalan {i¢ seri tekrar -80°C'ye kondu.
Toplamda dort kez dondurma-¢dzme iglemi uygulanarak her seferinde kortizol 6l¢timii

yapildi ve %bias hesaplandi.

3.6.8. Matriks etkisi

Matriks etkisi daha dnce Onerilen protokole uygun sekilde calisildi ve % matriks
etkisi formiiliine gore hesaplandi. Kisaca, 3 farkli konsantrasyonda kortizol standardi
hazirlandi. Matriks etkisini degerlendirmek amaciyla ti¢ tiip alindi. Her bir tiipe 250
pL distile su ve 250 pL standart ¢ozeltisi eklendi. Numuneler 6n isleme tabi tutuldu ve

ardindan cihaza enjekte edildi.

1. tiip: 250 pL distile su+ 250 pLL 5 ng/mL standart
2. tiip: 250 pL distile su + 250 pL 30 ng/mL standart
3. tiip: 250 pL distile su + 250 uL 130 ng/mL standart

Daha sonra ii¢ tiip daha alindi. Bu tiiplere eklendi. Bu numuneler 6n isleme tabi

tutulmadan dogrudan kortizol 6l¢iimii i¢in cihaza gonderildi.

1. tiip: 250 pL distile su+ 250 pL 5 ng/mL standart
2. tiip: 250 pL distile su + 250 pL 30 ng/mL standart
3. tiip: 250 pL distile su + 250 uL 130 ng/mL standart

On islem uygulanan ve uygulanmayan ayni konsantrasyondaki standartlarin pik

alanlar1 saptanarak %matriks etkisi Chambers ve ark. gore hesaplandi.
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3.6.9. Numune stabilitesi

Stabilite caligmasi icin diisiik ve yiliksek diizeyde tiikiiriik havuzlar1 hazirlandi ve
toplam 20 porsiyona boliindii (10 diisiik ve 10 yiiksek). Bu porsiyonlardan 2'si (bir
diisiik ve bir yiiksek diizey) on isleme tabi tutuldu ve kortizol 6l¢limii i¢in cihaza
verildi. Diger 18 porsiyon her birinde 1 diisiik bir yliksek olmak iizere 48. Saat, 15.
giin ve 30. glinlerde degerlendirilmek {izere +4 °C, -20 °C ve -80 °C’de saklandh.

3.7. istatistiksel Yontemler

Diisiik doz ACTH uygulamasindan sonra, serum veya tiikiiriik yanit1 enjeksiyondan
20, 30 ve 40 dakika sonra Olgiildii. Baslangi¢ ve stimiilasyon sonrasi seviyeler
arasindaki anlamlilik, parametrik olmayan Wicoxon Runk Sum testi ile hesaplandi.

Mann Witney U testi yalnizca iki grup arasindaki anlamlilik i¢in kullanilda.

20., 30. ve 40. noktalar arasinda en yiliksek deger, pik serum ve tiikiiriik kortizol
seviyeleri olarak tanimlandi. 40. dakikada tiim o6rneklerdeki serum ve tiikiiriikteki
serbest kortizol konsantrasyonlar ile pik degeri arasindaki iligkiyi incelemek icin
dogrusal regresyon analizi kullanildi. Temel o6zellikler ve tanimlayici istatistikler
hesapland1 ve ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik diizeyi tim

testler i¢in P <0,05 olarak ayarlandi. Korelasyon analizi i¢in Spearman testi kullanildu.

Duyarlilig1 (SE), 6zgiilliigii (SP), AUC’y1 ve bunlarin %95 CI’lerini belirlemek i¢in
alic1 isletim egrisi (ROC) analizleri yapildi. AY tanisi i¢in optimum tiikiiriik kortizol
kesme degerini belirlemek i¢cin ROC egrileri olusturuldu. 0., 20., 30., 40. dakika ve pik
degeri sirasinda tiikiiriik kortizollinlin tanisal performanst ROC analizi kullanilarak
arastirildi. AY tanisi i¢in en uygun pik tiikiiriik kortizol kesme degerini tahmin etmek

icin Youden indeksi (duyarlilik (%) + 6zgiilliikk (%) — 100) kullanildu.

[statistiksel analizi gerceklestirmek icin Windows igin SPSS 24 yazilim paketi (SPSS,
Inc.) kullanildi. Grafikler Graphs GraphPad Prism Siiriim 9.3.0 (GraphPadYazilimi)

ile ¢izildi. Korelasyon i¢in MedCalc istatistiksel yazilim programi kullanildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Hasta bulgular
4.1.1. Hastalara ait demografik bulgular

Calismaya toplam Santral AY siiphesi bulunan basvuran ve LDT uygulanan 1-18 yas
arasindaki toplam 63 ¢ocuk dahil edildi. Yas ortalamas1 10+5.1 idi ve E/K oranmi 2/1
idi. Bunlarin 36’si santral AY tanis1 aldi. Biitiin katilimcilardan tiikiiriik 6rnekleri sabah
8:30- 09:30 arasinda alindi. Katilimcilarin baslangic bilgileri tablo 4.1 de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Santral AY tamis1 alan ve almayan tiim katimcilarin demografik

ozellikleri ve baslangic laboratuvar bulgulari.

Santral AY (+) Santral AY (-) p degeri
(n=36) (n=27)

Yas 11,3 +4,6 8,5+49 0,03
E/K oram 2,1 1,8 0,056
BMI 27,4 24,2 0,088
TA 125/72 116/68 0,214
Serum Na+ 136 + 15,4 138 +14,1 0,256
(mmol/L)
Serum K+ 39+0,5 4,1 +£0,42 0,313
(mmol/L)
Serum kreatinin 0,81 +0,13 0,76 £ 0,1 0,421
(mg/dL)
Serum albumin 3,8+£0,34 4,1+0,55 0,445
(mg/dL)

Iki grup arasinda yas disinda anlamli farklilik bulunmadi. Cinsiyet, viicut kitle
indeksi, kan basinc1 iki grup arasinda farkli degildi. Serum elektrolit ve alblimin

seviyeleri ve bobrek fonksiyonlari referans limitler i¢inde idi.
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4.1.2. Santral AY Etiyolojisi:

Santral AY ‘den siiphelenilen hastalar, tanilarina gore sekiz gruba ayrildi: ekzojen
steroid tedavisi kullananlar (n=25), hipopitiiitarizm (n=6), santral hipotiroidi (n=16),
beyin tiimdrleri (n=2), biiylime hormonu eksikligi tanis1 alanlar (n=19) ve puberte

prekoks (n=5) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hastalara ait tanilar.

Hipo BH Beyin Ekzojen Steroid Santral Puberte
HASTA | pitiitarizm | eksikligi | tlimori | tedavisi hipotiroidi prekoks
1 |[M.E.U|p P
2 |ET p p p
3 |B.A.C p
4 |AK p p p
5 |0.§ p
6 |E.N.B p
7 0.0 |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 |VY.E p p
20 [ALY. T p
21 (M. H P
22 |[M.E.A p
23 |C.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. U p
30 |[M.H.G p
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31

32

H. M. K p
C.i P

33

F. A p

34

Z.S p o]

35

Z.F.G p

36

O.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.O p

42

M. E. K p

43

E.O

44

A.B

45

E.A. K p

46

M. N. i p

47

I.C

48

A.P

49

A.0O p

50

E.N.G p

51

A. U p

52

D.U.U 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.C p

60

Y. K

61

M. M. S p

62

K.E p

63

Y. M. K p

*p: pozitif sonuglar

4.2. LC-MS/MS ile Tiikiiriik Kortizol Ol¢iimii

4.2.1. Tiikiiriik Kortizol Standart Kromatogramlari

Tiikiirik kortizoliiniin LC-MS/MS standart kromatogramlar1 Sekil 4.1. a-f ‘de

gosterilmektedir.
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a. Standart-1
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b. Standart-2
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e. Standar-5
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Mnimum Pesk Wieth(points) ) 200
Goustian Smocth Width(point) 1
7 Hal Window(sec) 30
530 525 S0 835 540 543 3% 585 590 395 60 605 6N
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Sample Type Standard
Actual Concentration 130.00 1166
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Acquiniion Date Time 4/20/2024 6:19:38 AM 1,006
s Modified False
integranon Type vate 9065
Mass Info 363.0/121.1
Expected K(mi) 575 5065
Retention Time(min) $67
XC wigth(Da) 002 £ 10
Ares $34406 H
Height 135406 6008
Start Time 5,54
End Time 601 5008
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Sgrat 1o Nose Aigorithm RelatweNore
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Baseline Subtract Wndow(min) 2
Peak Spiitinglpoints) 2 2068
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f. Standart-6

Sekil 4.1. a-f: Tikiiriik kortizolii tandem MS standart kromatogramlari.
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4.2.2. Tiikiiriik Kortizol Kalibrasyon Egrisi:

Thkiiriik kortizol kalibrasyon egrisi Sekil 4.2'te verilmistir.
Y=4,43703¢e4

=99991
R 2=99982

optoes | iJ] x]

Sekil 4.2. Tiikiiriik kortizol standart grafisi.

Tiikiirtik kortizol standart grafigi ¢izildi ve r = 0,999 olarak bulundu. Egim = 4,43703

x 10* ve kesim degeri 0 idi.

4.2.3. Tikiiriik Kortizol Kontrol Kromatogramlari

Tikiirtik kortizolii diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda hazirlanan kontrol

kromatogramlar1 Sekil 4.3. a-c’ de gosterilmistir.

T e D TORARMART 54 70 RORTIFOU TURURUK TS Gaammple indes: 19)

a. Kontrol-1.
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SR S— S—
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=
it
Calculated Concentration 7.26 60e4.
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Z ade
£
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Baseline Subtract Window(min) 2 "
e
b. Kontrol-2
e T T I e
S, o
Sample Index 11 145
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Actual Concentration 15.00 e
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Mass Info 363.0/121.1 1.0¢5-
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Baseline Subtract Window({min) 2 3004
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¢. Kontrol-3

Sekil 4.3. Tiikiiriik kortizol diisiik, orta, yiiksek kontrol degerleri.

4.2.4. Tiikiiriik Kortizol Kromatogram Ornegi

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

gosterilmistir.

@20 CORTISOL 1 MUnknown) 3630 7 121.1 - Brath D\Amalyst TORARWMART
Aves 115504, Height: 24843, RT: .67 min
Sample Name 20

Peak Name CORTSOL 1
Stevple ndes 16

Sample Tpe Unknown
Actual Concentration NA

o
i
£nd Time 590
» o 0
Processing Aigorihem MO
Sl to N Algorithm RelatveNose
@ \
Mo Pesk Wit points) 3 ——
Gaussian Smocth Wiethiponts) 1
K7 Mot Windontsec) 30 0

a. 0. Dakika
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b. 20. dakika

¢. 30. dakika
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d. 40.dakika

Sekil 4.4. Bir hastanin LDT sirasindaki (0., 20., 30.

sonugclari.

4.3. Bazal Serum Kortizol / Plazma ACTH Konsantrasyonlari:
Santral AY tanist alan ve almayan grupta sabah erken bazal serum kortizolii Sekil

4.5’te gosterilmistir. Santral AY tanis1 alan bireylerde sabah serum kortizol diizeyleri

kontrol grubuna gore anlamh diisiik izlendi (p = 0,0054).

ve 40. dakikalar) tlikiiriik kortizol
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Bazal serum kortizolu(nmol/L)

Sekil.4.5. Kontrol ve santral AY grubunda sabah serum kortizolii.

Santral AY tanisi alan ve almayan grupta sabah erken bazal plazma ACTH diizeyleri
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Santral AY tanis1 alanlarda plazma ACTH kontrol grubuna
gore anlamli diistik bulundu (p<0,05).
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Sekil.4.6. Kontrol ve Santral AY grubunda sabah plazma ACTH degerleri.

Santral AY grubunda sabah bazal serum kortizolii ve sabah bazal plazma ACTH
diizeyleri Sekil 4.7 de birlikte gosterilmektedir.
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Hasta bazal degerler
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Sekil 4.7. Santral AY’ de bazal serum kortizolii ve bazal ACTH sonuglari.

4.4. Idrar Serbest Kortizolii

24 saatlik idrar serbest kortizol Ol¢limii adrenal rezervin belirlenmesi agisindan
Oonemlidir. Bu ¢aligmada toplam 63 vakanin 22’°sinde (%33) 24 saatlik idrarda serbest
kortizol Ol¢limii yapilabildi. Santral AY grubunda idrar serbest kortizol diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamh diisiik bulundu (p<0,001) (Sekil 4.8).

(<=
o
]

—

B~
=)
1

N
o
1

o
1

idrar serbest kortizolii(ug/giin)

Sekil 4.8. 24 saatlik idrar serbest kortizol degerleri.
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4.5. LDT’ ye Serum Kortizol Yaniti:

LDT' ye serum kortizol yanitt hem kontrol hem Santral AY grubunda tespit edildi
(Sekil 4.9.). Kontrol grubunda normal hipotalamik-hipofizer-adrenal eksenin
fonksiyonunun korundugu goriilmektedir; ¢iinkii stimiilasyon sonras1 20., 30. ve 40.
dakikalarda serum kortizol seviyeleri 550 nmol/L'nin iizerinde bulundu. Santral AY
grubunda ise hipotalamik-hipofizer-adrenal eksenin yetersiz islev gosterdigi
goriilmektedir; bu grupta serum kortizoliit ACTH stimiilasyonu sonras1 20., 30. ve 40.

dakikalarda 550 nmol/L’ nin altinda idi.

a b.
LDT (kontrol) LDT (hasta)
800 600
- -
S =
£ 600 2
= £ 400-
(@] o
= 400 N
o S
; ; 200-
S 200 =
@ @
n n
0 T T T T 0 T T T T
0 20 30 40 0 20 30 40
Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 4.9. a. Kontrol ve b. Santral AY grubunda LDT’ ye serum kortizol yaniti.

Toplam 63 bireyin 47°s1 (%75), 40. dakikada pik serum kortizol seviyelerine ulasirken,
16°s1(%25) 30. dakikada pik serum kortizol seviyelerine ulagmistir. Kontrol grubunda,
pik serum kortizol seviyesi 40. dakikada izlenmis olup, en yliksek deger 40. dakikada
883 nmol/L olarak kaydedilmis; 30. dakikada ise 763 nmol/L 6l¢ililmiistiir. Santral AY
grubunda da serum kortizoliinlin 40. dakikada pik yaptig1 bulunmus ve en yliksek
deger 541,6 nmol/L olarak saptanmistir. 30. dakikada ise en yliksek deger 521 nmol/L
Olciilmiistiir. Ortalama pik serum kortizolii Santral AY grubunda kontrol grubuna gore

anlamli diisiik izlendi (p <0,0001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol ve Santral AY gruplarinda ortalama pik serum kortizol.

4.6. LDT’ ye Tiikiiriik Kortizol Yaniti

Kontrol grubu ve santral AY grubunda LDT ye tiikiiriik kortizol yanit1 Sekil 4.11°de

gosterilmektedir.

a b.
LDT (kontrol) LDT (hasta)

< 20q o 207

3 °

g 154 E 15
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2 2

X x
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=] 3

X 4

=} =]

= 0 1 I 1 1 = 0 I I 1 1
0 20 30 40 0 20 30 40
Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 4.11.a. Kontrol ve b. santral AY gruplarinda LDT ye tiikiiriik kortizol yaniti.

Toplam 63 hastanin 57’si (%90), 40. dakikada pik tiikiiriik kortizol seviyelerine
ulasirken, 6’s1 (%10) 30. dakikada pik tiikiiriik kortizol seviyelerine ulasmistir. Kontrol
grubunda tiikiiriik kortizolliniin 40. dakikada pik yaptig1 izlendi, en yiiksek deger 22
nmol/L bulundu, 30. Dakikada 21 nmol/L idi.
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Santral AY grubunda tiikiiriik kortizolii, 40. dakikada pik yaparak 9,8 nmol/L ile en
yiiksek seviyeye ulasti. 30. dakikada ise 7,6 nmol/L olarak saptandi. Santral AY

grubunda pik tiikiiriik kortizolii kontrol grubuna goére anlamli diisiik bulundu (p

<0,0001). (Sekil 4.14)
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Sekil 4.12. Kontrol ve Santral AY grubunun pik tiikiirtik kortizol seviyeleri.
4.7. Bazal Tiikiiriik kortizolii:

Santral AY ve kontrol grubu arasinda bazal tiikiiriik kortizol seviyeleri agisindan

anlaml fark bulundu (p <0,05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Santral AY ve kontrol grubunda bazal tiikiiriik kortizol seviyeleri.

Kontrol ve Santral AY grubunda bazal tiikiiriik kortizol diizeylerinin dagilimi Sekil

4.14.a ve 4.14.b’de gosterilmektedir. Kontrol grubunda en diisiik kortizol diizeyi 0,71
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nmol/L olarak bulundu, Santral AY grubunda ise yliksek kortizol diizeyi 4,6 nmol/L

olarak belirlendi.
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Sekil 4.14. a. Kontrol grubunda bazal kortizol diizeyleri.
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Sekil 4.14. b. Santral AY grubunda bazal kortizol diizeyleri.

4.8. Tiikiiriik ve Serum Kortizoliiniin Karsilastirilmasi
4.8.1. LDT’nin Tiim dakikalarinda Tiikiiriik ve Serum Kortizoliiniin

Karsilastirilmasi

LDT’nin tiim dakikalarinda santral AY hastalarinin tukiirik ve serum kortizol

korelasyonu Sekil 4.15°te gosterilmektedir.
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25

y=-3,102 + 0,0251 x
| n=144

5
0}4-co..
0 600
Serum_Santral AY(nmol/L)
Variable X Serum kortizol Santral AY
Variable Y Tukartk kortizol Santral  AY
Sample size 144
Variable X Variable Y
Lowest value 18,4828 009519
i 5431723 © .. 20,2286
361,1513 810
3917240 54642
131,919 = 4,3349
Standard error of the mean 10,9930 0,3612
Regression Equation
y =-3,101836 + 0,0251077 x
Systematic differences
InterceptA -3,1018
95% CI -4,2302 to -1,8905
Proportional differences
SlopeB 0,02511
95% CI 0,02156 to 0,02858
Random differences
Residual Standard Deviation (RSD) 2.8036
+ 1.96 RSD Interval -5,4950 to 5,4950
Linear model validity
Cusum test for linearity Significant deviation from linearity
(P=0,03)
Spearman rank correlation coefficient
(Correlation coefficient 0,825
Significance level P<0,0001
95% Cl 0,765 to 0,871

Sekil 4.15. LDT tiim dakikalarinda Santral AY hastalarinin tiikiiriik kortizolii ve

serum kortizol korelasyonu.



LDT’ nin tiim zaman noktalarinda (0., 20., 30., ve 40. dakikalar) serum ve tiikiiriikk
kortizol seviyeleri arasinda ¢ok giiclii ve anlamli korelasyon gozlemlendi. Santral AY
grubunun kontrollere gore serum ve tiikiiriik kortizolii arasindaki korelasyon
istatistiksel olarak tiim dakikalarda anlamli idi ( r = 0,82;

p<0,0001; Sekil 4.15). Bu sonuglar, diisilk doz ACTH ‘a tiim dakikalarda tiikiiriik

kortizol saliniminin yeterli oldugu sdylenebilir.

4.8.2. LDT Pik Degerlerinde Tiikiiriik ve Serum Kortizol Karsilastirilmasi

Santral AY hastalarinin sadece pik degerlerdeki tiikiiriik kortizol ve serum kortizoli

karsilastirilmast yapildi; Sekil 4.16°da gosterilmistir.
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‘ Variable X kan max_30_40
Variable Y tikdrik max_30_40
Sample size 36

Variable X Variable Y

Lowest value 159,4482 0,0000
Highestvalug 543,1723 20,2286
Arithmetic mean 455,3332 9,8529
Median, 463,5861 9,7417
Standard deviatian 78,6401 4,5382
Standard grror of the mean | 13,1067 0,7564

Regression Equation,

y=-7,543754 + 0,0380737 x

Systematic differences,
Intercept A -7,5438
95% CI -17,3659 tg -0,4874
Propertional differences.
Slope B 0,03807
95% CI 0,02117 tg.0,06006
Random differences,
Besidual Standard Deviation (RSD) 3,7092
=1.96 RSD Ipterval. -7,2700 t.7,2700
Lingar.model validity,
Qusum test for Uinsarity, No significant.dryviation frem.linearity,
(P=0,46)
Spearman rank correlation, 0,568
coefficient
Conelati i
Significance leval P=0,0003
95% CI 0,294 100,756

Sekil 4.16. Santral AY hastalarinin tiikiiriik kortizol ve serum kortizoli pik
degerlerinin karsilastirilmasi.
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Pik serum ve tiikiiriik kortizol degerleri arasinda orta derecede ve anlamli korelasyon
izlendi; sirasiyla korelasyon katsayis1 0,56, egim 0,03 ve kesme noktasi -7,5 bulundu.

(p=0,0003) (Sekil 4.16).

Bu korelasyon sonuglarina dayanarak, diisiik doz ACTH'ya yeterli tiikiiriik kortizol

saliniminin oldugu sdylenebilir.

4.9. Tiikiiriik Kortizol Ol¢iimiiniin Santral AY icin Tamsal Dogrulugu

Tiikiiriik kortizoli dl¢limiinilin santral AY i¢in tanisal dogrulugunun tespiti icin ROC
analizi yapildi, AUC (egri altindaki alan), duyarlilik (sensitivite), 6zgiilliik (spesifite),
dogruluk, pozitif prediktif deger (PPV) ve negatif prediktif deger (NPV) belirlendi.

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

tiikiiriik kortizolii i¢in ROC egrisi verilmistir.
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ROC Curve
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1 - Specificity

Area Under the Curve
Test ResultVariable(s): takdrak_0

Asymptotic Asymptotic 95% Confidence
Sig. Interval
Area Std. Error® Lower Bound Upper Bound
T 068 003 588 JB55

The test resultvariable(s): tikdrik_0 has at least one tie between the
positive actual state group and the negative actual state group. Statistics
may he hiased.

a. Underthe nonparametric assumption
b. Mull hypothesis: true area= 0.5

Sekil 4.17.a. LDT 0. Dakikada Tiikiiriik Kortizolii igin ROC Egrisi.

Positive if Less Than Sensitivity Specificity
or Equal To?
1,6200 0,830 0,64

Bazal tiikiiriik kortizolii icin AUC 0,72 (95% CI: 0,588-0,855) (Sekil 4.20.a) bulundu.
Esik deger %83 duyarlilik ve %64 6zgiilliik ile 1,62 nmol/L idi. Pozitif prediktif deger
%82 ve negatif prediktif deger %87 olarak tespit edildi. Pik tiikiiriik kortizol
seviyeleriyle karsilagtirildiginda, bazal tiikiiriik kortizol seviyeleri santral AY tanisi

icin daha diisiik tanisal dogruluga sahipti.
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ROC Curve
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Sensitivity

04
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1 - Specificity

Area Under the Curve
Test ResultVariahle(s): tulkuruk_kortizol_20

Asymptotic Asymptotic 5% Confidence
!':iig.b Interval
Area Std. Error® Lower Bound Upper Bound
816 054 000 710 823

a. lUnder the nonparametric assumption
. Mull hypothesis: true area=0.5

Sekil 4.17.b. LDT 20. dakikada tiikiirtik kortizolii i¢in ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal To?
6,9400 0,800 0,650

20. dakika tiikiiriik kortizol seviyeleri i¢cin AUC 0,816 (95% CI: 0,71-0,92) (Sekil
4.20.b) bulundu. Esik deger %80 duyarlilik ve %65 o6zgiilliik ile 6,94 nmol/L idi.
Pozitif prediktif deger %79 ve negatif prediktif deger %80 olarak tespit edildi.
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ROC Curve

08 A

06 v

Sensitivity

04 i
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1 - Specificity

Area Under the Curve
Test ResultWariable(s): tukuruk_kortizol30

Asymptotic Asymptotic 95% Confidence
Eiig.b Interval
Area Std. Error? Lower Bound Upper Bound
748 087 .ooo 638 509

The test result variable(s): tukuruk_kortizol30 has at least one tie hetween
the positive actual state group and the negative actual state group.
Statistics may be hiased.

a. lUnderthe nonparametric assumption
b Mull hypothesis: true area=05

Sekil 4.17.c. LDT 30. dakikada tiikiiriik kortizolii i¢in ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal Toa
9,54 0,77 0,65

30. dakika tiikiiriik kortizol seviyeleri i¢in AUC 0,798 idi (95% CI: 0,688-0,909)
(Sekil 4.20.c). Esik deger %77 duyarlilik ve %65 6zgiilliik ile 9,54 nmol/L olarak
bulundu. Pozitif prediktif deger %91,4 ve negatif prediktif deger %78,2 idi.
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ROC Curve
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Area Under the Curve
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Asymptotic Asymptotic 95% Confidence
Eiig.b Interval
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The test result variable(s): tukuruk_kortizol40 has at least one tie between
the positive actual state group and the negative actual state group.
Statistics may be biased.

a. Underthe nonparametric assumption
b. Mull hypothesis: true area=0.5

Sekil 4.17.d. LDT 40. dakikada tiikiiriik kortizolii i¢cin ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal Toa
12,0 0,80 0,769

40. dakika tiikiiriik kortizol seviyeleri i¢in AUC 0,799 idi (95% CI: 0,66-0,91, Sekil
4.20.d). Esik deger %80 duyarlilik ve %76 6zgiilliikk ile 12 nmol/L olarak bulundu.
Pozitif prediktif deger %91,4 ve negatif prediktif deger %86,2 idi.
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10
08

06

Sensitivity

04 A

00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Area Under the Curve
Test Result Variable(s): TUKURUK_KORTIZOL
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The test result variable(s): TUKURLUK_KORTIZOL has at least one tie

hetween the positive actual state group and the negative actual state group.
Statistics may be biased.

a. Lnder the nonparametric assumption
b, Mull hypothesis: true area=0.5

Sekil 4.17.e. LDT tiim dakikalarda tiikiiriik kortizolii i¢in ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal To?
9,59 0,73 0,600

Tiim dakikalarda tiikiiriik kortizol seviyeleri icin AUC 0,748 idi (95% CI: 0,677—
0,818) (Sekil 4.20.e). Kesim degeri %73 duyarlilik ve %60 6zgiilliik ile 9,59 nmol/L

olarak bulundu.
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a. Underthe nonparametric assumption

b. Mull hypothesis: true area=0.5

Sekil 4.17.f. LDT pik degerlerde tiikiiriik kortizolii icin ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal To?
11.99 0,78 0,74

Pik tiikiiriik kortizolii i¢in ROC analizinde AUC 0,743 olarak bulundu (95% CI:
0,616-0,87) (Sekil 4.20.f). Youden indeksi kullanilarak tiiretilen pik tiikiiriik kortizol
kesim degeri, %78 duyarlilik ve %74 6zgiilliik ile 11,9 nmol/L idi.
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4.10. Plazma DHEA-S Olciimii

Bu calismada kontrol ve santral AY grubunda plazma DHEA-S diizeyleri LC-MS/MS
metodu ile Olciildii. Santral AY grubunda, kontrol grubuna gore plazma DHEA-S
diizeylerinde belirgin bir azalma gozlenmektedir (p<0,01) (Sekil 4.18). Bu diisiisiin
adrenal korteksin ACTH stimiilasyonuna yeterince yanit verememesiyle iliskili oldugu

diistinildii.
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Sekil 4.18. Santral AY ve kontrol gruplarinda plazma DHEA-S diizeyleri.

4.10.1. Santral AY Tamsi icin Plazma DHEA-S’1n Tanisal Dogrulugu

Santral adrenal yetmezlik i¢cin plazma DHEA-S’1n tanisal dogrulugunu saptamak lizere

ROC analizi yapildi.
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The test result variable(s): DHEAS has at least one tie between the positive

actual state group and the negative actual state group. Statistics may he
hiased.

a. Underthe nonparametric assumption

b Mull hypothesis: true area=0.5

Sekil 4.19. Plazma DHEAS ROC egrisi.

Positive if Less Than or Sensitivity Specificity
Equal Toa
17,5 0,72 0,96

AUC 0,796 idi (95% CI: 0,679-0,712, Sekil 4.22). Esik deger %72 duyarlilik ve %96
ozgilliik ile 17,5 pg/dL olarak bulundu.
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4.11. Plazma DHEA ol¢iimii

Santral AY ve kontrol gruplarinda plazma DHEA diizeyleri LC-MS/MS yontemi ile

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

bulundu (p<0,0001) (Sekil 4.20).

DHEA(ng/mL)

25

204

15+

10

* KKK

Sekil 4.20. Kontrol ve Santral AY gruplarinda plazma DHEA diizeyleri.

Diisiik doz ACTH stimiilasyonu sonrasi santral AY ve HPA intakt grupta bazal kortizol

ve pik kortizol ve DHEA seviyeleri Tablo 4.3’te gosterilmistir. Buna gore ortalama

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

10,1ng/mL) anlamli olarak diisiiktii.

Tablo 4.3. LDT yapilan iki grupta bazal ve pik kortizol diizeyleri ile DHEA

diizeyleri.
Intakt HPA) Santral AY P

Hasta sayis1 (n=63) 27 36
Bazal kortizol (nmol/L) 278 £131 191 +101 <0,05
Ort+SD
Pik kortizol (nmol/L) 641 £91 455+ 78 <0,0001
Ort+ SD
Plazma DHEA (ug/dL) 9,1 £10,1 1,3+1,1 <0,0001
Ort+SD
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Daha sonra bazal kortizoliin DHEA’ya orani hesaplandi. Santral AY olan grupta bazal
kortizoliin DHEA'ya molar oran1 daha yiiksekti (p<0,05) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Bazal kortizoliin DHEA'ya molar orani.
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4.12. LC-MS/MS ile Tiikiirik Kortizoli Olc¢iim Yénteminin Analitik

Performansinin Degerlendirilmesi

4.12.1.  Analitik Ol¢iim Limitleri

Kortizol igermeyen numunenin 20 tekrar 6l¢iimii sonucunda ortalama ve standart

sapmalar hesaplanmis olup, sonuclar Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo.4.4. Kor ornekte tiikiiriik kortizolii sonuglari.

Konsantrasyon
(ng/mL)
Ortalama 0,00135
SD 0,00058

LoB degeri, ortalama kor + 1,645 x SD formiilii ile hesapland1 ve 0,0023 ng/mL olarak

bulundu.

LoD belirlemek i¢in sinyal/giirtiltii (S/N) orani kullanilmistir. Sinyal/giirtiltii oraninin
3 oldugu konsantrasyon seviyesi 0,0034 ng/mL olarak tespit edildi ve bu seviye LoD
olarak kabul edildi.

Kantitasyon limiti, sinyal/giiriiltii (S/N) oranina dayali olarak belirlenmistir.
Sinyal/giirtiltii oraninin 10 oldugu konsantrasyon seviyesi 0,01 olarak tespit edildi ve

kantitasyon limiti (LoQ) olarak kabul edildi.

4.12.2. Linearite calismasi

Linearite ¢alismasi icin yiiksek konsantrasyondaki havuzdan 1/2- 1/4000 oraninda

seri diliisyon yapildi (Tablo 4.5). r=0,99 ve y=1,0133x+0,2014 bulundu.
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Tablo 4.5 Tikiiriik kortizolii i¢in linearite ¢alismasi sonuglari.

Beklenen tikdrik kortizoli
DilGsyon (ng/mL) Olgiilen tikirik kortizolii (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 grafigi Sekil 4.22'de goriilmektedir.

Linearite
y=1,0133x +0,2014

80 R*=0,9993
X
i}
S0 | L °
X~ 20 e
v= I I I I IR e

SO e
E3, 1 e
ER S =
0O ¥ 0 '.-"
0 10 20 30 40 50 60 70

Beklenen tukuruk kortizoli(ng/mL)

Sekil 4.22. Tiikiirlik kortizolii linearite grafigi.

Sekilden de goriildiigi gibi, tiikiiriik kortizol 6l¢iimii 0,03—62 ng/mL araliginda

dogrusal bir iliski gostermektedir.
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4.12.3. %Geri elde calismasi

Geri elde calismasi i¢in 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL konsantrasyonlarindaki
standart numuneler kontrollere eklendi; %Geri elde, geri kazanilan konsantrasyonun

eklenen konsantrasyona oraninin 100 ile ¢arpilmasi ile saptandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Orta kortizol konsantrasyonlarinda %geri elde sonuglart.

Olgiilen

(ng/mL) Beklenen(ng/mL) | %Geri elde
St1(100 pL) + Kontrol(900 L) 8,7 8,5 102
St2 (100 pL) + Kontrol(900 pL) 9,64 11 88
St3(100 pL) + Kontrol(900 pL) 19,38 21 92

%@Geri elde, diisik konsantrasyonda %102, orta konsantrasyonda %88, yiiksek
konsantrasyonda ise %92 olarak tespit edildi. Oransal hata sirasiyla, -0,01, 0,36 ve
1,04 idi ve kabul edilebilir hatadan diisiik bulundu.

4.12.4. Interferans calismasi

Deksametazon (1 mg/mL) ve kortizon (I mg/mL) ile yapilan interferans

calismasinda % bias degerleri Tablo 4.7°te verilmistir.

Tablo 4.7. Interferans ¢alisma sonuglari.

ortalama | % bias
Deksametazon (150 plL) Spiked 6rnek 0,554 7,7
Spiked edilmemis
ornek 0,515
Kortizon (150 pL) Spiked 6rnek 0,67 171
Spiked edilmemis
ornek 0,572

Interferans caligmasinda sabit hata Deksametazon igin 0.03 ng/mLve kortizon igin

0,09 ng/mL olarak bulundu ve kabul edilebilir hatadan diisiik oldugu izlendi.
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4.12.5. Tekrarlanabilirlik Calismasi

4.12.5.A. Calisma i¢ci tekrarlanabilirlik: Diisikk, orta ve yiksek
konsantrasyonlardaki tiikiiriik havuzlarindan her biri i¢in toplamda 20 ardisik 6l¢iim
gerceklestirildi. Bu dl¢limlerden ortalama, SD ve %CV degerleri hesaplandi (Tablo
4.8).

Tablo.4.8. Calisma i¢i tekrarlanabilirlik sonuglart.

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

Disiik kortizol kontroli 1,18 0,07 6,13
Orta kortizol kontroli 6,9 0,36 5,29
Yiksek kortizol kontrolii 12,6 0,78 6,2

Calisma i¢i tekrarlanabilirlik diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlarda <%?7 olarak

bulundu.

Sekil 4.26 ab.c’de diisiik, orta ve yiiksek tiikiirik havuzunda c¢alisma igi

tekrarlanabilirlik sonuclart gosterilmektedir.

Calismaici presizyon,
dusuk kortizol havuzu

1,6

1,4

1,2 '\WWW

Tukuruk kortizolt (ng/mL)
o
[e0]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.23.a. Diisiik tiikiiriik kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik.
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Calisma ici presizyon,
orta kortizol havuzu

W\“'\/—”\"’

N Wb OO N 0O O O

Tukrik kortizold (ng/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.23.b. Orta tiikiiriik kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik.

Calismaici presizyon,
yuksek kortizol havuzu

16

14
12

10

Tukuruk kortizolt (ng/mLL)
[e0]

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.23.c. Yiiksek tiikiiriik kortizol havuzunda tekrarlanabilirlik.
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Calisma ici tekrarlanabilirlik degerlendirmesinde, 2 ng/mL konsantrasyonundaki
numune i¢cin SD 0,07 ng/mL ve %CV 6,13 olarak bulundu. 8 ng/mL
konsantrasyonundaki numune i¢in SD 0,36 ng/mL ve %CV 5,29; 16 ng/mL
konsantrasyonundaki numune i¢in ise SD 0,78 ng/mL ve %CV 6,2 olarak saptandi.
Westgard tarafindan kortizol i¢in izin verilen toplam hata degeri %30 olarak

belirtilmistir.

Diisiik konsantrasyon i¢in izin verilen hata degeri 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 degerinden diisiiktiir. Bu konsantrasyonda calisma ici

tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeydedir.

Orta kortizol konsantrasyonu i¢in izin verilen hata degeri 8 ng/mL x 0,3 = 2,4
ng/mL'dir. Bulunan SD 0,36’dir. RE 0.36 x 4 = 1,44 ng/mL olup, 2,4 ng/mL’nin
altindadir. Bu konsantrasyonda, calisma i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilebilir

diizeydedir.

Yiiksek kortizol konsantrasyonu i¢in izin verilen hata degeri 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
altindadir. Bu konsantrasyonda, calisma ici tekrarlanabilirlik kabul edilebilir

diizeydedir.
4.12.5.B. Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Glinler arasi tekrarlanabilirligi degerlendirmek amaciyla, diisiik, orta ve yliksek
konsantrasyona sahip spiked numuneler {izerinde analiz yapilmistir. Bu numuneler, 5
giin boyunca her giin 4 ardisik 6l¢iim yapilacak sekilde test edilmistir. Her bir 6l¢iimiin

ortalamasi ve SD hesaplanmis ve ardindan %CV degerleri belirlenmistir (Tablo 4.9).

Tablo.4.9. Giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglari.

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

Disuk kortizol kontroli 1,41 0,14 5,62
Orta kortizol kontroli 8,6 0,4 4,7
Yiksek kortizol kontroli 14 0,46 3,2

83



Giinler aras1 tekrarlanabilirlik diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda <%6 olarak

bulundu.

Sekil 4.24. a., b. ve ¢’de diisiik, orta ve yiiksek tiikiiriik havuzunda giinler arasi

tekrarlanabilirlik sonuglar1 gosterilmistir.

Gunler arasi presizyon,
Dusuk kortizol havuzu

-
»

[
+
i
L

Tukurak kortizolt (ng/mL)
o O O O
N Do ©

o

Gunler

Sekil 4.24.a. Diistik tiikiiriik kortizol havuzunda giinler aras1 tekrarlanabilirlik.
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Gunler arasi presizyon,
Orta kortizol havuzu

16
~ 14 - — = . —— P
€
o 12
£
5 10
2
5 8
o
~ 6
4
2
He} 4
=
2 2
0
1 2 3 4 5
Gunler

Sekil 4.24.b. Orta tiikiiriik kortizol havuzunda giinler arasi tekrarlanabilirlik.

Gunler arasi presizyon,
Yuksek kortizol havuzu

-
o

Tukurak kortizoll (ng/mL)
O = N W b OO O N 0 ©

1 2 3 4 5
Gunler

Sekil 4.24.c. Yiiksek tiikiiriik kortizol havuzunda giinler arasi tekrarlanabilirlik.

Diisiik konsantrasyon (2 ng/mL) i¢in SD 0,14 ng/mL ve %CV %10 olarak saptandi.
Izin verilen hata degeri 2 ng/mL x 0,3 = 0,6 ng/mL dir. Hesaplanan RE 0,14 ng/mL x
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4 = 0,56 ng/mL olup, izin verilen hata degerinden diisiiktiir. Bu konsantrasyonda

calisma ici tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeydedir.

Orta konsantrasyon (8 ng/mL) i¢in SD 0,4 ng/mL ve %CV %4,7 olarak bulundu. izin
verilen hata degeri 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 degerinden diisiiktiir. Bu konsantrasyonda ¢aligma

i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeydedir.

Yiiksek konsantrasyon (16 ng/mL) i¢cin SD 0,46 ng/mL ve %CV, %3,2 olarak bulundu.
Izin verilen hata degeri 16 ng/mL x 0,3 = 4,8 ng/mL olarak belirlenmistir. RE 0,46
ng/mL x 4 = 1,84 ng/mL olup, izin verilen hata degerinden diisiiktiir. Bu

konsantrasyonda calisma i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.12.6. Tasima (Carry over)

Carry over deneyi iki gruba ayrildi ve olglimler belirtilen sira ile yapildi. Grup
ortalamalar1 ve standart sapmalar hesaplandi (Tablo 4.10). Grup ortalamalar

arasindaki farkin toplam miisaade edilen hatadan diisiik olup olmadig1 degerlendirildi.

Tablo 4.10. Tiikiirtik kortizol 6l¢iimiinde tasima sonuglari.
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Ornek | Sonug(ng/mL) | Grupl sonug(ng/mL)| Grup2 sonug(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

Bias 0,012 ng/mL olarak bulundu; bu degerin kabul edilebilir hatadan diisiik oldugu

saptandi.
4.12.7. Dondurup Cozmenin EtKkisi

Dondurup ¢dzmenin 6rnek stabilitesine etkisini degerlendirmek i¢in, diigiik ve yiiksek
tiikkiiriik havuzlar kullanilds; ilk analiz sonuclari ile don-¢6z isleminden sonra elde
edilen sonuglar karsilastirild1 ve %bias hesaplandi. Elde edilen bulgular, Tablo 4.11 a

ve b'de sunulmustur.
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Tablo 4.11.a. Diisiik kortizol havuzunda don-¢6z etkisinin degerlendirilmesi.

Disiik kortizol| ilksonug¢ | 1xdon- | 2xdon- | 3xdon- [4xdon-| % bias
havuzu| (ng/mL) ¢0z ¢0z (oo} ¢0z
Ornek 1 1,09 1,12 2,75
Ornek 2 1,23 1,33 8,13
Ornek 3 1,2 1,55 29,17
Ornek 4 1,2 1,68 40

Diisiik kortizol havuzunda ilk don-¢dzme sonras1 %2,2 bias tespit edildi. Tkinci don-
¢dzme sonrast %8,13 bias bulundu. Uciincii ve dérdiincii don-¢ézme sonrasi ise

strasiyla %29,17 ve %40 bias tespit edildi.

Tablo 4.11.b. Yiiksek kortizol havuzunda don-¢6z etkisinin degerlendirilmesi.

Yiiksek kortizol| ik sonu¢ | 1xdon- | 2xdon- | 3 xdon- 4 x % bias
havuzu| (ng/mL) ¢z ¢z ¢6z don-¢6z
Ornek 1 10,47 10,87 3,82
Ornek 2 11,3 12,4 9,73
Ornek 3 11,45 16,3 42,36
Ornek 4| 11,37 16,28 | 43,18

Yiiksek kortizol havuzunda ise ilk don-¢dzme sonras1 %3,82 bias tespit edildi. Ikinci
don-¢dzme sonrast %9,73 bias bulundu. Uciincii ve dérdiincii don-¢dzme sonrast ise

sirastyla %42,36 ve %43,18 bias tespit edildi.
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4.12.8. Matriks Etkisi Calismasi
Tiiklirtik  kortizol Olglimiinde matris  etkisini  arastirmak i¢in ¢ farklhi
konsantrasyondaki (5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130 ng/mL) tiikiiriikk standarti, iki gruba
ayrildi ve bir gruba ekstraksiyon uygulanirken diger gruba uygulanmadan kortizol

Olctimleri yapildi. Asagidaki formiil kullanilarak matris etkisi hesaplandi (Tablo 4.12).

% ME= (Ekstrakte edilen ornek pik alan / Ekstrakte edilmeyen ornek pik
alani) -1 x 100

Tablo 4.12. Tiikiiriik kortizol 6lgiimiinde matris etkisi.

Pik alani

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, diislik konsantrasyonda %2,43, orta konsantrasyonda %-4,52, yiiksek
konsantrasyonda ise %12,4 olarak bulundu. Bu sonuglar, 5 ng/mL, 30 ng/mL ve 130

ng/mL konsantrasyonlarinda 6nemli bir matriks etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

%Matriks etkisi %15’in altinda oldugu saptandi.

4.12.9. Ornek Stabilite Calismasi

Ornek stabilite ¢aligmasi igin diisiik ve yiiksek konsantrasyondaki tiikiiriik havuzu
ornekleri -80°C, -20°C ve 4°C’de sakland1 ve 48. Saat, 7. giin ve 30. giinde kortizol

Olctildii. Sonuclar1 ve hesaplanan %bias degerleri Sekil 4.25 a ve b’de sunulmustur.
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Tukarak Stabilitesi

48sa 7 gun 30 gun

)] D
o o

N
o

N
o

Eksentukuruk kortizoll (ng/mL)
o 3

o

H.+4 m.-20 m.-80

Sekil 4.25.a. Diisiik tiikiirik kortizol havuzu igin Ornek stabilitesinin
degerlendirilmesi.

Tukarak Stabilitesi

10 III III
mm BN

48sa 7 gun 30 gun

Tukurak kortizolt (ng/mL)
= N N W wWw b b
o o oo o o0 o o1 o O

H.+4 m.-20 m.-80

Sekil 4.25.b. Yiiksek tiikiiriik kortizol havuzu igin Ornek stabilitesinin
degerlendirilmesi.

90



Ornek stabilitesi diisiik tiikiiriik kortizolii i¢in 4°C’de bias, ilk 48 saatte %5 iken, 7.
giinde %31 ve 30. giinde %48 olarak saptandi; , -20°C’de bias, ilk 48 saatte %3 iken,
7. giinde %23 ve 30. giinde %34 olarak bulundu., -80°C’de ortalama bias, ilk 48
saatte %1,6 iken, 7. glinde %17 ve 30. glinde %31 olarak saptandi.

Benzer sekilde, 6rnek stabilitesi yiiksek tiikiiriik kortizolii i¢in, 4°C’de bias, ilk 48
saatte %2,8 iken, 7. glinde %34 ve 30. giinde %40 idi. , -20°C’de bias ilk 48 saatte
%?2,5 iken, 7. giinde %26 ve 3. giinde %37 olarak sbulundu., -80°C’de ortalama bias
ilk 48 saatte %0,4 iken, 7. giinde %10 ve 30. giinde %31 olarak saptandi.

Bu sonuglar, tiikiiriik 6rneklerinde kortizol 6l¢limiiniin 6rnek toplanmasindan itibaren

ilk 48 saat i¢inde yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Santral AY yasami tehdit eden bir hastaliktir ve ACTH iiretimi yetersiz oldugunda ve
diisiik kortizol seviyelerine yol actiginda ortaya cikar. Kortikosteroidler stres ve
inflamatuar kosullar altinda bir¢ok metabolik yanit i¢in hayati énem tasidigindan,
santral AY 'nin erken tanis1 ve hizli tedavisi hayati 6nem tasir. Ancak, santral AY tanisi
kolay degildir. Ayrica santral AY'nin dogru tamimlanmasi, yanlis tedavilerin ve

komorbiditelerin 6nlenmesi agisindan da 6nemlidir.

Klinik kilavuzlara gore sabah bazal kortizol 6l¢iimii ilk basamak testidir; ancak altin
standart, provokatif testlerdir. En yaygin kullanilan test ACTH stimiilasyon testidir. Bu
calismada, diisiik doz ACTH testi uygulanan 1-18 yas arasi siipheli santral AY
hastalarinin kesin tanisinda, tiikiiriik kortizol Sl¢iimii i¢in hassas ve spesifik kiitle
spektrometre metodu gelistirildi laboratuvara kazandirildi ve analitik dogrulamasi

yapildi.

Diistik doz ACTH testi (LDT), 6zellikle ¢cocuklar i¢in kolay ve giivenilir bir testtir.
Endokrinoloji polikliniklerinde diisiik ve yiiksek doz ACTH testi HPA eksenini
degerlendirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan Onceki metananliz ve
calismalar (44,45), yiiksek (250 pg) ve diistik (1 pg) doz ACTH stimiilasyon testlerinin
benzer tanisal dogruluga sahip oldugunu bildirmis olsa da Ceccato ve arkadaslari,
yiiksek doz ACTH kullanildiginda adrenal yanitin korunabilecegini ve yanlig negatif
sonuglara neden olabilecegini belirttiler (46). Kazlauskaite ve arkadaslar1 1966-2006
yillarin1 kapsayan bir meta-analizde diisiik ve standart doz ACTH testlerinin tanisal
dogrulugunu karsilastirdilar ve AUC'yi sirasiyla 0.92 (95% CI, 0.89-0.94) ve 0.79
(95% (I, 0.74—-0.84) olarak buldular; buna gore diisiik doz ACTH testinin AY tanisinda
daha {stiin oldugunu bildirdiler (47). Hastanemizde c¢ocuk hastalara LDT
uygulanmaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada LDT yapilan ¢ocuk hastalarin 0., 20., 30.
ve 40. dakikalardaki tiikiiriik kortizol yanit1 degerlendirildi. Pik serum kortizolli <19.8
pg/dL (546 nmol/L) olan hastalar AY olarak tanimlandi.
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Tiikiirtik kolay toplanabilen bir biyolojik materyaldir. Tiikiiriik kortizolii, dolagimdaki
kortizoliin %5-8 oranindaki serbest fraksiyonunu yansitir (48,55). Tiikiiriik kortizolii
serum CBG konsantrasyonundan etkilenmez (49, 50). Bu nedenle 6zellikle ¢ocuklar,
yash ve kan 6rnegi alinmasi zor hastalar i¢in ve ayrica kortizol baglayici proteinini
etkileyen ila¢ kullanan hastalar icin uygun bir materyaldir. Ornekler oda sicakliginda
haftalarca stabil kalabilir (51) ve kortizol konsantrasyonu tiikiiriik akis hizindan
bagimsizdir (52,53,54). Bu sebeplerle, bu ¢alismada g¢ocuk hastalardan tiikiiriik

ornekleri prosediire uygun sekilde alinarak kortizol 6l¢iimiinde kullanildi.

Calismamizda HPA eksenini degerlendirmek icin ilk olarak kontrol ve santral AY
grubunda sabah erken serum kortizolii 6l¢iildii ve santral AY grubunda anlamli diisiik
oldugu saptandi. (p<0,001). Bazal plazma ACTH diizeylerinin santral AY grubunda
beklendigi sekilde anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (p<0,0054). Bunun yani
sira, 24 saatlik idrar serbest kortizoliinlin anlamli derecede diisiik olmas1 da rezervlerin
yetersiz oldugunu gosterdi (p<0,001).

Bu calismada tiikiiriik kortizol 6l¢iimii icin sensitif bir LC-MS/MS metodu gelistirildi
ve LDT ye tiikiiriik kortizol pikinin hasta ve kontrol grubunun>%95’inde 40. dakikada
oldugu saptandi; kalanlarda ise 30. dakikada izlendi. Sadece hasta grupta, 3 hastada
20. dakikada tiikiiriik kortizol piki saptandi.

Santral AY tanis1 i¢in ACTH testi yapilan hastalarda, kiitle spektrometresi ile tiikiiriik
kortizol yamitim1 degerlendiren az sayida c¢aligma literatiirde bildirilmistir:
Perogamvros ve arkadaslari, yiiksek (250 pg) doz ACTH testi uygulanan hastalarda
(konjenital adrenal hiperplazisi olan, kronik glukokortikoid tedavisi alan, hipofiz veya
adrenal cerrahisi gegiren) tiikiiriik kortizol 6l¢iimiiniin yiiksek secicilik ve duyarliliga
sahip oldugunu bildirdiler (56). El-Farhan ve arkadaslari, standart (250 pg) doz ACTH
testi uyguladiklar1 hastalarda tiikiiriik kortizoliinii GC-MS ile dlgtiiler ve avantajlarini
g6z Oniine alarak santral AY tanisi i¢in Onerdiler (57). Bir diger caligmada AY tanisi
icin standart (250 pg) ve diistik (1 pg) doz ACTH testlerinde tiikiiriik ve serum kortizol
pikinin 60. dakikada oldugu bildirildi (58). Bu bulgular, bizim sonuglarimiz ile

uyumludur.
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Calismamizda ayrica LDT’ye tiikiiriik kortizolii ile serum kortizolii ile arasindaki
uyum aragtirildi. LDT nin tiim dakikalarinda tiikiiriik kortizolii ile serum kortizolii
arasinda gii¢lii bir korelasyon bulundu (r=0,83, p<0,001); pik degerlerde ise orta
derecede bir korelasyon saptandi (r=0,65, p<0,001). Kim ve arkadaslari, tiikiiriik
kortizolii ile yiiksek doz (250 pg) stimiilasyon sonrasi ve bazal serum kortizolii
arasinda anlamli korelasyon bildirdiler; > degerleri sirastyla 0,75 ve 0,53 (p<0,001)
idi (59). Bir bagka calismada, LDT uyguladiklar tiikiiriik kortizolii ile serum kortizolii
arasinda eksponansiyel modelde lineer modele gore daha yiiksek korelasyon oldugu
gosterildi (sirastyla r> = 0,83 ve r2 = 0,64, p<0,0001) (56).

Elder ve arkadaslari, yliksek ve diisiik doz Synacthen uygulamasi sonrasi 60. dakikada
giiclii bir korelasyon bildirdiler (r = 0,89, p<0,001) (58). Bir diger ¢calismada, Tan ve
arkadaslari, ytliksek (250 pg) doz stimiilasyonun ardindan tiikiiriik kortizolii ile serum
kortizolii arasinda giiglii korelasyon saptadilar ve tiim zaman noktalarinda, pik
diizeyde ve 60. dakikada r? degerlerini sirastyla 0,74, 0,72 ve 0,72 buldular (p<0,001)

(60). Tiim bu bulgular, bizim sonug¢larimizla uyumludur.

Bu caligmada, tiikiiriik kortizol 6l¢limiiniin tanisal dogrulugunu degerlendirmek tizere
LDT’nin 0.,20.,30. ve 40. dakikalari, pik diizeylerde ve tiim dakikalar icin ROC analizi
yapildi. 40. dakika tiikiiriik kortizol seviyeleri i¢in AUC 0,82 (95% CI, 0,71-0,93)
iken, pik diizeylerde 0,74 olarak bulundu (95% CI: 0,616-0,87). Youden indeksi
kullanilarak tiiretilen kesim degeri ilkinde 12 nmol/L (%82 duyarlilik ve %77
ozgiilliik) ve pik diizeyde 11,99 nmol/L (%78 duyarlilik ve %74 6zgiillilk) olarak
saptandi. Hem 40. dakikada hem de pik kortizol seviyeleri i¢in elde edilen kesim
degerinin ¢ok yakin (12 nmol/L) oldugu goriilmektedir. Bu bulgular hipotalamus-
hipofiz-adrenal eksenini degerlendirmede tiikiiriik kortizoliiniin tandem MS ile

Olclimiiniin yiiksek tanisal dogruluga sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, LDT’ nin 40. dakikasinda elde edilen 12,0 nmol/L tiikiiriik kortizol
kesim degeri santral AY tanisi igin yiiksek tanisal duyarlilik ve 6zgiillik gosterdi.
Cornes ve arkadaglari, AY siiphesi olan ve 250 ung ACTH verilen eriskin hastalarda,
550 nmol/L'lik pik serum kortizol degerini kullanarak AY'yi tanimladilar ve 40.
dakikada tiikiiriik kortizolii i¢in kesim degerini 15 nmol/L olarak bildirdiler (61). Bir
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baska calismada, Langelaan ve arkadaslari, AY siiphesi olan ve intravendz yiiksek (250
ng) doz ACTH uygulamasi yapilan 129 hastada, AY tanisini 550 nmol/L pik serum
kortizol degerlerine gore koydular ve AY tanisi i¢in 60. dakikada tiikiirlik kortizolii
kesim degerini 15,6 nmol/L olarak bildirdiler (55).

Bir diger ¢alismada, 250 pg Synacthen testi sirasinda serum ve tiikiiriik kortizol
seviyeleri arasinda, 550 nmol/L serum kortizol kesim degeri alinarak, iyi bir
korelasyon oldugu gdosterildi ve AY tanisi i¢in 60. dakikada 16,0 nmol/L'lik bir tiikiiriik
kortizol kesim degeri onerildi (60). AY siiphesi olan ve 250 ug ACTH verilen 120
hastay1 igeren bir bagka ¢alismada, pik serum kortizol degeri >496,8 nmol/L olanlar
AY olarak tanimlandi ve tiikiirik kortizoli i¢in 13,2 nmol/L'lik bir kesim degeri

bildirildi; duyarlilik %90,7 idi (59).

Bu calismalardaki kesim degerlerinin bizim tespit ettigimiz degere yakin ancak biraz
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin nedeni, bu ¢alismalarin tiimiinde
yiiksek doz ACTH testi uygulanmasi olabilir. Ayrica tiikiiriik kortizol o6l¢iim
yontemlerindeki farkliliklar ya da AY tanimlarindaki farkliliklar da bir baska neden

olabilir.

Bu calisma gosterdi ki, LDT’nin 40. dakikasinda tiikiiriik kortizoliiniin 12,0
nmol/L'den biiylik olmasi, santral AY'yi dislamak i¢in yeterli olabilir. Bu kesim
degerinin kullanilmasi, siipheli AY vakalarinda gereksiz tedavilerin Onlenmesi

acgisindan da 6nemli olabilir.

Ayrica, elde edilen veriler géz oniine alindiginda, LDT sirasinda sadece bazal ve 40.
dakikadaki tiikiiriik kortizol diizeylerinin 6l¢iimiiniin, daha hizli ve kolay santral AY

tanis1 konmasinda etkin olabilecegi diisiiniilebilir.

Bu calismanin 6nemli hedeflerinden biri, tandem MS ile tiikiiriik kortizol 6l¢iimiiniin
analitik performansinin degerlendirilmesiydi ve CLSI kurallarima uygun olarak

gergeklestirildi.
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Linearite ¢aligmasinda yiiksek tiikiiriik havuzu ile hazirladigimiz standart ile linear
araligin 0,03- 62 ng/mL oldugunu tespit ettik. Korelasyon katsayisini 0,99 bulduk. S/N
oraninin 3 oldugu konsantrasyonu tayin limiti (LoD) olarak belirledik (0,0034 ng/mL).
Kantitasyon limiti (LoQ) olarak ise S/N oraninin 10 oldugu konsantrasyonu aldik (0,01

ng/mL). Bdylece tiikiiriik kortizolii i¢in alt 6l¢iim limitlerini tespit ettik.

Metot kesinligini saptamak i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapildi. Bu caligmalar
lineer aralikta, diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlardaki tiikiiriik havuzlar
kullanilarak yapildi. Calisma igi tekrarlanabilirlik icin %CV degeri diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyonda sirastyla %6,1, %5,2 ve %6,2 olarak hesaplandi. Giinler arasi
tekrarlanabilirlik i¢in %CV, aym1 konsantrasyonlarda %5,6, %4,7 ve %3,2 olarak
hesaplandi. Hem ¢alisma i¢i ham de giinler aras1 tekrarlanabilirligin kabul edilebilir

hatadan diisiik oldugu saptandi.

Son konsantrasyonu lineer araligi kapsayacak sekilde diisiik, orta ve yliksek
konsantrasyonlardaki tiikiiriik havuzu ile geri elde calismasi yapildr ve %geri elde
strastyla %102, %88 ve %92 bulundu. Oransal hata sirasiyla -0,01, 0,36 ve 1,04 olarak

tespit edildi ve tiimiiniin kabul edilebilir hatadan diisiik oldugu saptand.

Deksametazon ve kortizon ile yapilan interferans ¢alismasinda ise bias, sirastyla, %7
ve %17 olarak bulundu. Sabit hata Deksametazon i¢in 0,039 ng/mL ve kortizon i¢in

0,098 ng/mL olarak hesaplandi ve kabul edilebilir hatadan diisiik oldugu tespit edildi.

Kiitle spektrometrik ol¢iimde, ekstrakte edilmis tiikiiriik 6rneklerinin 6lglim sirasinda
birbirini etkileyip etkilemedigini saptamak icin yapilan 'carry over' calismasinda, bias
0,012 ng/mL olarak tespit edildi ve kabul edilebilir hatanin altinda bulundu. Yani, hasta

sonuclarini etkileyecek olctlide bir tagima etkisi saptanmadi.

Dondurup ¢6zdiirmenin 6rnek stabilitesine etkisini incelemek i¢in diisiik ve yiiksek
konsnatrasyondaki tiikiirik havuzu ile 4 defa don-¢o6z yapildi. Bias diisiik
konsantrasyonda %?2,7, %8,1; %29,1 ve %40 iken, yiiksek konsantrasyonda %3,8,
%09,7, %42 ve %43 olarak saptandi. Bias degerleri %10'un altinda oldugu i¢in, tiikiiriik

orneklerinin en fazla 2 defa don-¢6z yapilmasi onerilir.
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Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlardaki tiikiirik havuzunda matriks etkisi
strastyla %2,3, %-4,57 ve %12,4 olarak bulundu; %Matriks etkisi %15’in altinda
oldugu saptandi, bu da aktif karbonla muamele edilmis insan tiikiiriik 6rneginden

yapilan kortizol dl¢iimiiniin giivenilirligini ve dogrulugunu desteklemektedir.

Stabilite ¢alismasinda, diisiik ve yiiksek tiikiiriik kontrol 6rnekleri -80°C, -20°C ve
4°C'de sakland1 ve 48. saat, 7. giin ve 30. giinde kortizol diizeyleri 6lgiildii. Diigiik
kontrolde 48. saatte -80°C’de bias %1,6, -20°C’de %3 ve 4°C’de %S5 iken, 30. giinde
bias sirasiyla %31, %34 ve %48 bulundu. Yiiksek kontrol i¢in de benzer sonuglar
izlendi. Bu sonuglar, tiikiiriik Orneklerinde kortizoliin ilk 48. saatte Olglilmesi
gerektigini, saklanmasi gerekli olan durumlarda mutlaka -80°C’de saklanmasi

gerektigini gdstermektedir.

Elde edilen biitin bu kanitlar LC-MS/MS tiikiiriik kortizol yonteminin analitik
performansinin yeterli oldugunu ve rutin klinik laboratuvarlarda giivenilir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu kohort, pik tiikiiriik kortizol (40.dakika) seviyelerinin AY tanisi icin yiliksek

duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugunu gdstermektedir.

Ilging bir sekilde, erken sabah tiikiiriik kortizol diizeyleri santral AY grubunda ve
kontrol grubunda anlamli farklilik gdstermis olup yiiksek bir tanisal duyarliliga (%76)
sahipti. Bu nedenle, sabah erken saatlerde yapilan tiikiiriik kortizol 6l¢iimii, ACTH

testine ihtiya¢ olup olmadigini belirlemede 6nemli bir rol oynayabilir.

Elde edilen kanitlara gore, hassas ve 6zgiil LC-MS/MS metodu ile tiikiiriik kortizol
Ol¢iimiiniin HPA eksenini degerlendirmede g¢ocuklarda serum kortizoliine iyi bir
alternatif olabilecegi ileri siiriilebilir. Bu baglamda, yeni bir algoritma 6neriyoruz

(Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. HPA eksenini degerlendirmede algoritma.
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Kisaca, bir ¢ocuk hastada santral AY siliphesi varsa, sabah erken bazal serum kortizol
Olclimii ilk basamak test olarak uygulanmalidir. Eger bazal serum kortizol seviyesi 550
nmol/L’nin iizerinde ise santral AY tanisindan uzaklasilabilir. Ancak bu esik degerin
altinda bir serum kortizol diizeyi saptanirsa, sabah erken tiikiiriik kortizol 6lglimi
yapilabilir. Eger sabah tiikiiriik kortizol seviyesi 4,6 nmol/L’nin {izerinde ise santral
AY tanisindan uzaklasilir. Bu diizeyin altinda tiikiiriik kortizol 6l¢iimii bulunursa,
ACTH stimiilasyon testi yapilmalidir. ACTH stimiilasyon testi sonucunda pik serum

veya tiikiiriik kortizol konsantrasyonlar1 taniy1 belirleyecektir.

Ayrica, bazal tiikiirik kortizol Ol¢limii, ACTH stimiilasyon testi icin hastalari

belirlemek amaciyla da kullanilabilir.

Plazma (veya tiikiiriik) kortizolii esik degerin altinda olan hastalara kilavuzlara gore

ACTH stimiilasyon testi uygulanir (62).

Bu calismadaki bir diger hipotez “plazma DHEA ve DHEA-S konsantrasyonunun

diistikliigii erken donem santral AY tanisi i¢in 6nemlidir” hipotezi idi.

Bu caligmada, HPA ekseni saglam grupta ve santral AY grubunda bazal plazma DHEA
ve DHEA-S konsantrasyonlar1 tandem MS yoOntemiyle tayin edildi. Analitik aralik
sirastyla, 15-85,290 pg/dL ve 0,1-500 ng/mL idi. Olgiim sensitivitesi ise 1,5 ng/mL ve
0,1 ng/mL idi. Her iki grup arasinda bazal DHEA-S ve DHEA diizeyleri arasinda
anlaml fark olup olmadigi arastirildi ve ayrica plazma DHEA-S'nin santral AY erken

tanisinda tanisal dogrulugu arastirildi.

DHEA-S, dolasimdaki en yiiksek konsantrasyona sahip steroid hormondur ve
genellikle 20-30 yaslar1 arasinda en yiiksek seviyesine ulasir; yasla birlikte azalir.
Neunzig ve arkadaslari, DHEA-S'in steroid hormon sentezinin ilk basamagini stimiile

ettigini gosterdi.

99



DHEAS
Kolesterol P
o
CYP11A1
Y
° Pregnanalon
S
3%
CYP17A1
| CYP17A1
Progesteron 17 OH pregnanalon ————— Dehidroepiandrosteron
I ~ I
. RN | 3BHSD
cypP21 | o 3B HSD ' cYpP19
cvpiig2 | R Cyp21 : 178 HSD
' S CYP11B1 il
Mineralokortikoidler L Cinsiyet hormonlar
Glukokortikoidler

Sekil 5.2 Steroid hormon sentezi.

CYPI11A1, kolesteroliin pregnanolona doniisiimiinii saglayan ve steroid sentezinde hiz
kisitlayict basamak olan Onemli bir enzimdir. Bu nedenle, steroid sentezinin

regiilasyonu i¢in hedef enzimdir (63).

Adrenal androjenler, baslica ACTH'in regiilasyonu ile zona retikiilariste
sentezlenirler. Bu nedenle, adrenal androjen Ol¢iimii HPA aksinin biitiinliigiint

degerlendirmede alternatif bir yontem olabilir.

Onceki c¢alismalarda, DHEA-S 6l¢iimiiniin santral AY tanimlanmasinda &nemli
olabilecegi bildirildi (64). 1987°de Yamaci ve arkadaslari 84 santral AY hastasinda
serum DHEA-S diizeylerinin %95’ inde diisiik oldugunu saptadilar. Sekonder AY olan
hastalarda serum DHEA-S seviyelerinin azalmasinin kortizol seviyelerine gore daha
fazla oldugunu buldular. Arastirmacilar, serum DHEA-S diismesinin sekonder AY’de
yetersiz ACTH salgilanmasini yansittigini ileri stirdiiler ve serum DHEA-S ve
kortizoliin es zamanli Olglimiiniin sekonder AY tanisi i¢in yararli olacagim ileri

surdiler.
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Amaretti ve arkadaslari, 24 hipopituitarik hastada diisiik (1 pg) doz ve standart (250
ng) doz ACTH stimiilasyonu sonrasi serum kortizol, DHEA ve aldosteron yanitlarini
incelediler. Santral AY olan hastalarda, kontrollere gore serum kortizol ve DHEA
diizeylerinin diisiik oldugunu gozlemlediler ve bunun, kortikotropin eksikliginden
kaynaklanan adrenal fonksiyon bozuklugu oldugunu bildirdiler. Ayni ¢alismada,

aldosteron diizeylerinde bir degisiklik gozlenmedi.

DHEA ve DHEA-S, adrenal korteksin zona retikiilarisinde c¢ocukluk doneminde
sentezlenir ve ilk kez 1943 yilinda idrarda 17-keto steroidler olarak Talbot tarafindan

tespit edilmistir. Adrenars, hayatin ilk bes yilinda baslayan bir siirectir (65).

DHEA sentez ve metabolizmasi, 17,20-liyaz, 17-a hidroksilaz, 3 beta-hidroksisteroid
dehidrogenaz 2 (3p-HSD2) ve DHEA-siilfotransferaz enzimleri ile diizenlenir. 1k iki
enzim, steroidogenezi adrenars siiresince artirir. 17,20-liyaz, androjen iiretimi igin
gereklidir. Yaklasik 40 yil once, kortizoliin adrenarsin baslamasi ile iligkili oldugu
hipotezi ortaya atildi. Kahri ve arkadaslari, 1989 yilinda primer adrenal kortikal hiicre
kiiltiirlerinde yiiksek doz kortizol ile muamele edilmesinin androjen sentezini

artirdigin1 gosterdiler (66).

Bu ¢aligmada, bazal plazma DHEA-S konsantrasyonunun santral AY grubunda HPA
saglam gruba gore anlaml1 derecede diisiik oldugu saptandi (p<0,001).

Santral AY varliginda serum DHEA diizeylerinin diisiik oldugu ve bunun santral AY
tanisinda Onemli bir rol oynayabilecegi bildiren baska c¢aligmalar da mevcuttur.
Kassem ve arkadaslari, santral AY tanisinda serum DHEA-S ve DHEA diizeylerinin
onemli roliinii vurguladilar. Ayrica, arastirmacilar, yas ve cinsiyet uyumlu serum
DHEA ve DHEA-S diizeylerinin, saglam adrenal korteks fonksiyonunun bir gostergesi

olabilecegini ileri siirdiiler (67).

Fischi ve arkadaslari, yas ve cinsiyet uyumlu Z-skoru kullanarak serum DHEA-S
degerlerinin HPA fonksiyonunu yansitmadaki etkinligini arastirdilar. HPA fonksiyonu
normal olmayan bireylerde diisiik DHEA-S Z-skoru bildirdiler. Hipofiz tiimdrii olan
hastalar ve genclerde DHEA-S Z-skorunun, HPA ekseninin biitiinliigiiniin

degerlendirilmesinde kullanilabilecegini 6nerdiler (68).
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2003 yilinda yapilan bir calismada, LDT yapilan santral AY hastalarinda normal
kortizol yanitina ragmen diisiik plazma DHEA diizeyleri saptandi. Ayni ¢alismada, yas
ve cinsiyet uyumlu DHEA-S diizeylerinin santral AY'yi ekarte etmede %100
duyarliliga sahip oldugu bildirildi (64).

Caligmamizda ayrica LDT yapilan ¢ocuklarda bazal plazma DHEA-S’in tanisal
dogrulugunu saptamak i¢in ROC analizi gergeklestirdik ve AUC degerini 0,80 (CI
0,679-0,912) tespit ettik. Boylece, bu ¢alismadaki verilere gore, %77 duyarlilik ve
%92 ozgiilliige sahip 17,5 pg/dL bir kesim degeri belirledik.

2003 yilinda Nasrallah ve arkadaglari, anormal HPA eksenine sahip grupta diisiik
DHEA-S diizeyleri belirlediler ve diisiik serum DHEA-S diizeylerinin saglam olmayan
HPA eksenini yansittigini ileri siirdiiler (69). Tanisal dogruluk ¢aligmasinda AUC
degerini 0,98 (CI 0,962-1,00) olarak belirlediler ve 19,6 pg/dL kesim degeri onerdiler.
Bu cgaligmada tespit edilen kesim degeri bizim buldugumuz degere yakin oldugu

goriilmektedir.

Ayrica, bu calismada bazal plazma DHEA diizeylerinin santral AY grubunda
kontrollere goére anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi (p<0,001).

Klinik uygulamalarda kardiyoloji ve diger kliniklerde kronik hastaliklarin tani ve
takibi i¢in kortizol/DHEA orani 6nerilmis ve kullanilmistir (70,71); bu oran “molar

kortizol orani” olarak da ifade edilmektedir.

Kassem ve arkadaglari, santral AY hastalarinda bazal ve stimiile edilmis serum DHEA
ve kortizol diizeylerini degerlendirmek i¢in molar kortizol/DHEA oranini 6nerdiler.
Aragtirmacilar, HPA ekseni saglam olan bireylerde bu oranin diisiik oldugunu, ancak
AY varliginda oranin yliikseldigini ve diisiik doz ACTH stimiilasyon testi (LDT)
sonrasinda daha da anlamli bir artis gosterdigini belirttiler (67).

Biz de g¢alismamizda bazal plazma DHEA diizeylerini tayin ettikten sonra bazal
kortizo/DHEA oranim1 hesapladik. Bu oranin HPA ekseni saglam olan bireylerde
diisiik oldugunu, ancak santral AY grubunda anlamli derecede yiiksek oldugunu

gbzlemledik (p<0,001). Calismamizda diisiik doz ACTH testinin 20., 30. ve 40.

102



dakikalarinda DHEA 6l¢limii yapilmadig: i¢in stimiilasyon sonrasi kortizol/DHEA

orani belirlenmedi.

HPA ekseni saglam degilse, bu oran bazal degerlere gore yiiksek olacak ve ACTH
stimiilasyonu sonrasi bu ylikseklik daha da artacaktir. Bu oranin kullanimi, HPA
fonksiyonunu degerlendirmede basit ve kullanisl bir yontem olabilir, tipki daha 6nce,
kronik hastaliklarin takibinde oldugu gibi. Ayrica, bu oran adrenal rezervin

belirlenmesinde de 6nemli olabilir (72).

Benzer bulgular primer adrenal yetmezlikte de gdzlemlendi. Zira, adrenal androjenler

glukokortikoidlerden daha 6nce azalmaktadir (73,74).

Topor ve ark. fizyolojik konsantrasyonlarda kortizoliin DHEA sekresyonunu stimiile
ettigini insan adrenokortikal hiicrelerinde in vitro olarak gdstermislerdir. Bu artis doz
bagimlidi; yani AY durumunda azalmis kortizol sekresyonu, 3 beta- hidroksisteroid
dehidrogenaz (3- HSD2) aktivitesini artirir ve sonug olarak DHEA sekresyonunu
dustirtir (75).

Santral AY durumunda, ortalama bazal ve LDT sonrasi serum DHEA diizeyleri
diisiiktiir; DHEA-S diizeyleri de benzer sekilde diisiiktiir. Kassem ve arkadaslari, yas
ve cinsiyet uyumlu normal serum DHEA ve DHEA-S diizeylerinin saglam HPA

ekseninin fonksiyonunu gosterdigini bildirdiler.

DHEA ve DHEA-S, adrenal kortekste kortizol ile senkronize olarak salgilanir. Saglikli
bireylerde, Cosyntropin uygulamasi serum kortizol ve DHEA diizeylerini es zamanl
olarak artirir ve bu artis doz bagimhidir. (76, 77). DHEA-S’in yar1 6mrii 20 saattir ve
diurnal ritmden etkilenmez. DHEA’nin yar1 6mrii ise 1-3 saattir ve kortizolden ¢ok

daha az diurnal ritm gosterir (78, 79, 80).

Santral AY stiphesiyle LDT uygulanan hastalarda plazma DHEA 6l¢limii, santral AY
tanisina yardime1 olabilir. Calismamizin sonuglari, bazal plazma DHEA 6l¢iimiiniin ve
kortizol/DHEA oraninin, LDT uygulanan c¢ocuk hastalarda santral AY’nin
tanimlanmasinda etkin olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu veriler, DHEA ve DHEA-
S'in HPA eksenini degerlendirmede onemli oldugunu ve santral AY diisiiniilen

cocuklarda laboratuvar istemlerine eklenebilecegini gostermektedir.
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Bu caligmanin giiclii yonlerinden biri, tiikiiriik kortizoliiniin altin standart olan yiiksek
duyarlilikli tandem MS metodu ile 6l¢iilmiis olmasidir. Bu sayede immundl¢iimlerle

kortizol 6l¢limiinii interfere edebilecek olaylar ekarte edilmistir.

Caligmanin diger bir giiglii yani, plazma DHEA ve DHEA-S diizeylerinin her iki
grupta da Olciilmesi ve bdylece santral AY tanisindaki rollerinin belirlenmesidir.
Santral AY, diisilk doz ACTH'ye gore tanimlanmustir. Klinik kilavuzlara gére, LDT'nin
30. veya 40. dakikasinda 550 nmol/L'den diisiik bazal serum kortizol diizeyleri santral

AY olarak tanimlanmustir.

Bir diger giiclii yonii ise tiikiiriik orneklerinin gilivenilir bir yontemle toplanmis
olmasidir. Onceki bir ¢alismada, giivenilir ve uygun bir aparat ile tiikiiriik toplamanin

daha yiiksek prediktif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (81).

Calismaya dahil edilen hasta sayisinin beklenenden daha az olmasi ¢alismamizin en
onemli smirlamasidir; bu durum, prospektif calisma siiresi ile iligkilidir. Diger bir
sinirlama ise, 63 ¢ocugun tiimiinde 24 saatlik idrar toplanamamasi1 ve bu nedenle idrar
serbest kortizol dlciimiiniin tiim hastalarda yapilamamasidir. idrar serbest kortizolii,

adrenal rezervi degerlendirmede 6nemli bir gostergedir.

Bu caligmanin 6nemli bir ¢iktisi, kiitle spektrometrisi kullanilarak tiikiiriik kortizol
Olctimiiniin klinik bir test olarak rutin ¢alismaya sunulmasidir. Boylece, hastalarda,
ozellikle ¢ocuklarda, daha hizli, kolay ve yiiksek dogrulukla santral AY tanis1 konmasi

saglanabilir.
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6. SONUC

Bu caligmada, tiikiiriik kortizol 6l¢iimii i¢in yiiksek segicilik ve 6zgiilliige sahip bir
kiitle spektrometri yontemi gelistirildi ve analitik olarak dogrulandi. Elde edilen
sonuglara gore, tikiiriik kortizolii i¢in 40. dakikada 12,0 nmol/L esik degeri

belirlenmis olup, bu deger yanlis pozitif sonuclari azaltmak i¢in uygun bir degerdir.

Santral AY den siliphelenilen ve LDT yapilan hastalarda serum kortizol dl¢limiine

alternatif bir yontem olarak tiikiiriik kortizol 6l¢timii kullanilabilir.

Tiikiirik hem kolay toplanabilen hem de serbest kortizol diizeyini daha iyi yansitan
bir biyolojik ornektir. Bazal tiikiirik kortizol Ol¢timi, LDT'min uygulanip
uygulanmamasi kararinda 6nemli bir rol oynayabilir ve LDT'nin dogrulugunu
artirabilir. Bu avantajlar goz oOniine alindiginda, c¢ocuklarda ve serumda kortizol
baglayici proteinin etkilenmis oldugu hastalarda tiikiiriik kortizol 6l¢iimiiniin klinikte

kullanim1 daha uygun olabilir.

Bu calismada elde edilen kanitlara goére, santral AY tanisi i¢in tiikiiriik kortizoliiniin

de dahil oldugu yeni bir algoritma dneriyoruz.

Ayrica, bu calisma bazal plazma DHEA ve DHEA-S o6l¢limiiniin HPA eksenini
degerlendirmede ©nemli oldugunu gosterdi; o nedenle santral AY diisiiniilen

cocuklarda tanisal algoritmaya eklenebilir.
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