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HiPERKORTIZOLEMININ DISLANMASI GEREKEN HASTALARDA
IMMUNOASSAY VE TANDEM KUTLE SPEKTROMETRI YONTEMLERI
iLE OLCULEN TUKURUK KORTIiZOLUNUN TANISAL DEGERI VE
DIURNAL RiTMi ORTAYA KOYMADAKI BASARISININ
DEGERLENDIRILMESI

Hiisniye Sahin, Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Molekiiler Tip Anabilim Dah, 35340, Inciralti, izmir

OZET

Giris ve Amag: Adrenal adenomlar, adrenal bezin en sik goriilen iyi huylu tiimérleri olup,
goriintlilemelerde siklikla rastlantisal olarak tespit edilen kitle lezyonlaridir. Adrenal
lezyonlarin yaklagik %75-80’ini fonksiyon gostermeyen adrenal adenomlar ve diger az
goriilen kitleler, %20-25’ini ise feokromositoma, androjen iireten timor, primer
hiperaldosteronizm, Cushing Sendromu (CS) veya Subklinik Cushing Sendrom (SCS)’una
neden olan fonksiyonel adrenal kitleler olusturur. CS ve SCS tanisinda {izerinde goriis birligi
saglanmig olan tarama testi 1 mg deksametazon supresyon testidir (Img DST). Ancak, ayni
bireyde dahi, degisik zamanlarda 1 mg deksametazon sonrasi kortizol diizeyleri belirgin
degiskenlik ve tutarsizliklar gosterebilmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda, CS
tanisinda girisimsel olmayip hastada stres olusturmayan ve hastaneye yatmay1 gerektirmeden
ev ortaminda bile toplanabilen ayn1 zamanda yiiksek sensitiviteye sahip bir test olan gece
yarist tiikiiriik kortizoliinlin tarama ve tan1 amacli kullanilmas1 6nerilmektedir.

Bununla birlikte literatiirde 6zellikle adrenal kokenli CS ve/veya SCS tanisinda hem gece
yarist hem de giin i¢i belirli saatlerde alinan 6rneklerde 6lgiilen tiikiiriik kortizoliiniin tanisal
degeri iizerine yapilan ¢ok az calisma bulunmaktadir. Halen adrenal kokenli CS ve SCS
tanisinda tiikiiriik kortizoliiniin tarama testi olarak kullanilip kullanilamayacagi sorusunun
cevabr tam olarak anlasilamamistir. Tukiirik kortizolii o6l¢limiinde kullanilan farkli
biyokimyasal metotlarin varligi ve sonuglarin 6nemli Glglide bu teknikler ile degisiklik
gostermesi, 0rnek toplama yontemleri, testin esik degeri, duyarlilik ve 6zgiilliigli konusunda
farkl goriisler mevcuttur. Ayrica yapilan bu ¢alismalarin ¢ogu referans yontem olan tandem
kiitle spektrometri yerine ¢apraz reaksiyona neden olabilen metotlarla gergeklestirilmistir.

Bu ¢aligmada siv1 kromatografi-tandem kiitle spektrometre (LC-MS/MS) ile tiikiiriik kortizolii

Olgiimii i¢in yontem gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin tanisal performansinin enzim

1



immiinoassay (ELISA) testi ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Ayrica hiperkortizoleminin
diglanmas1 gereken hastalarda hem giin i¢ci hem de gece yarisi tiikiiriik kortizolii testinin
tanisal degeri ve dilirnal ritmi ortaya koymadaki basarisinin degerlendirilmesi c¢aligmanin
diger amacidir.

Yoéntemler: Subat 2018 ve Mart 2019 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Tip
Fakiiltesi Endokrinoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne gelen CS (n=20), SCS (n=52) hastalar
ve fonksiyonel olmayan adenomu (NFA) (n=49) olan kisilerden almman vendz kan
orneklerinde 1 mg deksametazon oncesi ve sonrasi serum kortizolii, dehidroepiandrosteron
stilfat (DHEAS), adrenokortikotropik hormon (ACTH), total kolesterol, LDL, HDL, trigliserit
ve HbAlc diizeyleri olgiildii. Kisilerden ayrica tiikiiriik kortizolii 6l¢iimii i¢in gilinde ii¢ kez
08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde tiikiiriik 6rnekleri alindi. Tiikiiriik kortizoliiniin LC-MS/MS
ile 6l¢lim yoOnteminin gelistirilmesi ve metot validasyon ¢alismalar1 tamamlandiktan sonra
orneklerde LC-MS/MS ve ELISA yontemleri ile kortizol dl¢timii gergeklestirildi. Elde edilen
bulgular SPSS 22.0 ve MedCalcv 19.6 programlart ile degerlendirildi.

Bulgular: Metot validasyonu calismalari kapsaminda elde edilen kalibrasyon grafiginin
(0.01-10 pg/L) R? degeri 0,9997, linearite grafiginin (0.5-200 pg/L) R? degeri 0,9999 olarak
bulundu. 0.1, 5 ve 100 pg/L standartlar ile ¢alisma sonucu hesaplanan % dogruluk degerleri
%98.8-106.7 araliginda, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik % CV sonuglar1 % 2.3-14.9
araliginda hesaplandi. LOD degeri 0.01 pg/L, LOQ degeri 0.1 pg/L olarak bulundu. Matriks
etkisi ¢alismasinda kullanilan alt1 farkl: tiikiiriik 6rneginin IS-normalize matriks faktorlerinin
% CV degerleri % 1.75-14.19 araliginda hesaplandi. Metot karsilastirma sonuclari
kapsaminda ¢izilen Bland-Altman grafikleri ve Passing-Bablok regresyon analizlerine gore
her iki yontemin birbiri ile uyumlu oldugu bulundu. Yapilan ROC analizlerine gore her iki
yontemle giiniin ti¢ farkli saatinde 6l¢iilen kortizol diizeylerinden 6zellikle gece yarist 24.00
saatlerinde alinan 6rneklerdeki kortizol diizeylerinin tan1 koydurucu etkinliginin hem CS hem
de SCS hastalarinda yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu belirlendi. Bununla birlikte
LC-MS/MS ile saat 16.00’da 0l¢iilen kortizoliin tanisal performanst SCS hastalarinda ELISA
Ol¢limiine gore anlamli olarak yiiksek bulundu.

LC-MS/MS ile yapilan 6lglim sonuglarina gore; sabah 08.00’de alinan orneklerde Olgiilen
kortizol sonuglarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.
Ogleden sonra 16.00°da alinan tiikiiriik drneklerinde hem LC-MS/MS hem de ELISA ile
Olciilen tiikiiriik kortizolii diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina gore anlamli olarak
yiiksek bulunurken, SCS ve NFA gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi. Gece 24.00’da

alinan tiikiiriik 6rneklerinde Olgiilen kortizol diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina
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gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Ayrica SCS gruplarinda da 6lgiilen kortizol diizeyi NFA
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu.

Olgiilen kortizol diizeylerinin diiirnal ritmi ortaya koymadaki durumu degerlendirildiginde;
literatiir ile uyumlu olarak CS hastalarinda ritmin bozuldugu ve yiiksek seyrettigi, SCS
hastalarinda 6glen ve aksam saatlerine 1limli yiiksek oldugu kontrol grubu olarak calisilan
NFA grubunda ise en yiikse seviyeye sabah en diisiik seviyeye ise gece yarisi geldigi bulundu.
Boylece tiim gruplar igin dl¢iilen tiikiiriik kortizoliinlin diurnal ritmi grup 6zelliklerine uyumlu
olarak yansittig1 goriildii. Calismamiz gruplarinin rutin parametrelerinin 6l¢iim sonuglar1 ve
tikiirtik kortizolii bulgular ile korelasyonlari degerlendirildiginde; 1mg DST sonuglarinin
ELISA 08.00 tiikiiriik kortizoli diizeyi hari¢ hem LC-MS/MS hem de ELISA ile dlgiilen tim
saatler ile orta diizeyde korelasyona sahip oldugu goriildii.

Sonugc: Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda LC-MS/MS yonteminin tiikiiriik kortizoli 6l¢timii
icin oldukc¢a hassas ve giivenilir oldugu, elde edilen bulgularin ELISA yontemi sonuglari ile
de uyumlu oldugu gozlendi. Ayrica LC-MS/MS yontemi ile hastalarda oSlgiilen tiikiiriik
kortizoliiniin ~ dilirnal ritmi  yansittigi  gbézlenmis olup, elde edilen bulgularin
hiperkortizoleminin ayirici tanisina, klinik seyrine ve tedaviye yanitin degerlendirilmesine

151k tutacag diislincesindeyiz.

Anahtar Sozciikler: Tiikiirtik kortizol, LC-MS/MS, ELISA, Cushing sendromu, Subklinik

Cushing Sendromu, Diiirnal ritim



EVALUATION OF THE SUCCESS OF SALIVARY CORTISOL IN
DETERMINING DIAGNOSTIC VALUE AND DIURNAL RHYTHM AS
MEASURED BY IMMUNOASSAY AND TANDEM MASS SPECTROMETRY
METHODS IN PATIENTS WHO NEEDS TO BE EXCLUDED FROM
HYPERCORTISOLEMIA

Hiisniye Sahin, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,
Department of Moleculer Medicine,
35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

Introduction and aim: Adrenal adenomas are the most common benign tumors of the
adrenal gland are often incidentally detected in imaging mass lesions. Nonfunctional adrenal
adenomas and other rarely seen masses constitute approximately 75-80% of adrenal lesions,
whereas functional adrenal masses that cause 20-25% of patients with pheochromocytoma,
androgen-producing tumor, primary hyperaldosteronism, Cushing's Syndrome (CS) or
Subclinical Cushing Syndrome (SCS) are detected. The agreed screening test for CS and SCS
diagnosis is the 1 mg dexamethasone suppression test (1 mg DST). However, even in the
same person, cortisol levels may shows significant variability and inconsistencies after 1 mg
dexamethasone at different times. In recent studies, it is recommends to use midnight salivary
cortisol for screening and diagnostic purposes in CS diagnosis. Salivary cortisol is a test with
high sensitivity and for the patient does not cause stress because is noninvasive and the
samples can collect at home without requiring hospitalization. However, there are very few
studies in the literature especially in the diagnosis of adrenal CS and / or SCS, on the
diagnostic value of salivary cortisol measured in samples taken both at midnight and at certain
hours of the day. The answer to the question of whether salivary cortisol can be used as a
screening test in the diagnosis of adrenal-derived CS and SCS is still not fully understood.
There are different opinions about the different biochemical methods used in salivary cortisol
measurement and the fact that the results differ significantly with these techniques, sample
collection methods, threshold value of the test, sensitivity and specificity. In addition, most of
these studies were carried out with methods that can cause cross-reactivity instead of tandem
mass spectrometry, which is the reference method.

In this study, it was aimed to develop a method for measuring salivary cortisol by liquid

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and to compare the diagnostic
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performance of the developed method with the enzyme immunoassay (ELISA) test. In
addition, evaluation of the diagnostic value of the salivary cortisol test during the day and at
midnight and its success in revealing the diurnal rhythm in patients whose hypercortisolemia
should be excluded is another aim of the study.

Methods: Patients with CS (n = 20), SCS (n = 52) and non-functional adenoma (NFA) (n =
49) who attended the Dokuz Eyliil University (DEU) Faculty of Medicine Endocrinology
Outpatient Clinic between February 2018 and March 2019. Serum cortisol before and after 1
mg of dexamethasone, dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), ACTH, total cholesterol,
LDL, HDL, triglyceride, HbAlc levels were measured in the venous blood samples taken
from the patients. Saliva samples were taken three times a day at 08.00, 16.00 and 24.00 hours
for salivary cortisol measurement. After the development of salivary cortisol measurement
method with LC-MS/MS and method validation studies were completed, cortisol
measurement was performed in the samples by LC-MS/MS and ELISA methods. The findings
obtained were evaluated with SPSS 22.0 and Medcalc19.6.

Results: The R? value of the calibration graph (0.01-10 pg / L) obtained within the scope of
method validation studies was found to be 0.9997, and the R? value of the linearity graph (0.5-
200 pg/L) was found to be 0.9999. Accuracy % values calculated as a result of working with
0.1, 5 and 100 pg/L standards were in the range of 98.8-106.7%, intra-day and inter-day
repeatability CV % results were calculated between 2.3-14.9%. LOD value was found as 0.01
ng/L and LOQ value as 0.1 pg/L. The CV % values of the IS-normalized matrix factors of six
different saliva samples used in the matrix effect study were calculated between 1.75% and
14.19%. According to method comparison results, both methods were found to be compatible
with each other. According to the ROC analysis, it was determined that cortisol levels
measured at three different hours of the day by both methods, especially the cortisol levels in
samples taken at midnight at 24.00 hours, had high sensitivity and specificity in both CS and
SCS patients. However, the diagnostic performance of cortisol, which was measured at 16.00
hours by LC-MS/MS, was found to be significantly higher in SCS patients compared to the
ELISA measurement.

According to the measurement results made with LC-MS/MS; There was no statistically
significant difference between the groups in the cortisol results measured in the samples taken
at 08:00 in the morning. Salivary cortisol level measured by both LC-MS/MS and ELISA in
saliva samples taken at 16:00 in the afternoon was found to be significantly higher in the CS
group compared to the SCS and NFA groups, but no significant difference was found between
the SCS and NFA groups. The cortisol level measured in saliva samples taken at midnight
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was found to be significantly higher in the CS group compared to the SCS and NFA groups.
In addition, cortisol level measured in SCS groups was found to be significantly higher than
the NFA group.

When the situation of measured cortisol levels in revealing the diurnal rhythm is evaluated;
Consistent with the literature, it was found that the rhythm was disturbed in CS patients and
was moderately high in SCS patients at noon and evening hours, and the highest level in the
NFA group, which was studied as the control group, reached the lowest level in the morning
and at midnight. Thus, it was observed that salivary cortisol measured for all groups reflected
the diurnal rhythm in accordance with the group characteristics. The correlations of the
routine parameters of our study groups with the measurement results and salivary cortisol
findings were evaluated. It was observed that the Img DST results were moderately correlated
with all hours measured by both LC-MS/MS and ELISA except ELISA 08.00 salivary cortisol
level.

Conclusion: As a result of the study carried out, it was observed that the LC-MS/MS method
was very sensitive and reliable for salivary cortisol measurement, and the findings were
consistent with the results of the ELISA method. In addition, it has been observed that
salivary cortisol measured in patients with the LC-MS/MS method reflects the diurnal rhythm,
and we believe that the findings obtained will shed light on the differential diagnosis, clinical
course and evaluation of response to treatment of hypercortisolemia.

Key Words: Salivary cortisol, LC-MS/MS, ELISA, Cushing Syndrome, Subclinical Cushing
Syndrome, Diurnal rhythm.



1. GIiRiS VE AMAC

Genel adiyla "stres" hormonu olarak bilinen kortizol, hipotalamus-hipofizer-adrenal (HHA)
aksin bir triiniidiir. Ortamdaki degisikliklere yanit olarak beyin, HHA aks1 baslatir.
Hipotalamustadaki paraventrikiiler niikleusun 6zellesmis hiicreleri, stres durumlarinda
kortikotropin saliverici hormon (CRH) salgisindan sorumludur. Bu hormon, 6n hipofizden
adreno-kortikotropik hormon (ACTH) salgilanmasina neden olmaktadir. Salgilanan ACTH
ise, adrenal korteksteki zona fasikiilatadan kortizol ve katekolaminlerin salinimini
saglamaktadir. Hipotalamus, hipofiz ve adrenal bez arasindaki bu etkilesime “HHA aks” adi
verilmektedir. Kortizol, gerek hipotalamik CRH {izerine, gerekse de pitiiiter ACTH {izerine
negatif geri besleme etkisi ile adrenal korteksden sekresyonu kontrol eder [1]. Stres olusturan
durumlarda organizmanin hayatta kalabilmesi i¢in kortizol 6nemli role sahiptir [2]. Bu
hormon, stres aninda adrenal bezlerden birka¢ dakika i¢inde salgilanir ve stresin
baslangicindan yaklasik 15 dakika sonra konsantrasyonu maksimum seviyeye ulasir. Stressiz
kosullar altinda kortizol salinimi, sirkadyen ritim veya “kortizol uyanis tepkisi” vasitasiyla
viicut igerisinde diizenlenir [3]. Kortizol sekresyonu, en yiiksek degerine sabah erken
saatlerde, en diisiik diizeyine ise gece yarisi (23:00-02:00 arasi) ulasir [4]. Kortizoliin en
onemli glukokortikoid hormonu oldugu, fizyolojik diizeylerinin yasamsal 6neme sahip oldugu
ve 10-20 mg/giin miktarinda iiretildigi bilinmektedir. Immun sistem, kardiyovaskiiler sistem,
kemik yikim/yeniden yapilanma siiregleri, biiylime/gelisme siiregleri, karbonhidrat, protein,
yag metabolizmasi, su/elektrolit kan basinct homeostazi gibi bir¢ok sistemde esansiyeldir [5].
Adrenal lezyonlar, genellikle, adrenal gland iliskili herhangi bir yakinma ve bulgusu olmayan
bireylerde, adrenal dis1 organlarin goriintiilenmesi sirasinda saptanirlar. Prevelans, radyolojik
seriler dikkate alindiginda orta yasli popiilasyonda %2-4, ileri yas grubunda ise %10’dur.
Adrenal adenomu olan hastalarda klinik ve/veya laboratuvar olarak, adrenal gland koékenli
hormonlarin fazlaligi ile karakterize sendromlar ekarte edilmelidir [6],[7]. Endojen
hiperkortizolemi, farmakolojik glukokortikoid maruziyeti olmayan insanlarda klinik ve/veya
laboratuvar belirtegler ile saptanan durumun genel tanimidir. Adrenal adenomu olan
insanlarda endojen hiperkortizolemi, adrenal kokenli Cushing Sendromu (CS) ve Subklinik
Cushing Sendromu (SCS) olmak iizere iki ana baslik altinda gruplandirilir.

CS, nadir bir hastalik olup, genel populasyonda yillik insidansinin milyonda 0.2-5,
prevelansinin milyonda 39-79 arasinda oldugu bildirilmistir. CS goriilme yasi1 ortalama 41.4
olup, kadinlarda erkeklere oranla goriilme siklig1 3 kat fazladir [8],[9]. CS, viseral obezite,

pletore, 6zellikle boyun bolgesinde cilt alt1 yag depolariin artis1 (hump/horgiic), ciltte yaygin
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parlak renkli ¢atlaklar, spontan ekimoz, kas atrofileri, diyabet, hipertansiyon gibi metabolik
sorunlara yatkinlik, osteoporoz, psikolojik sorunlar, hipogonadizm gibi ¢oklu problemlere
neden olan bir sendromdur. Ancak CS’nin bazi klinik bulgularini tasiyan ve biyokimyasal
olarak hiperkortizolemi bulgularini taklit eden durumlar da mevcuttur. Ornegin stres,
alkolizm, psikiyatrik bozukluklar, bobrek yetmezligi, morbid obezite, primer glukokortikoid
reseptor direnci, artmis sivi alimi (psikojenik polidipsi veya diabetes insipidus), kontrolsiiz
diabetes mellitus olgularinda da hiperkortizolemi prevalansinin yiiksek oldugu raporlanmistir
[10]. Nispeten daha sik goriilen ve CS’ye benzer klinik 6zellikler gosteren bu hastaliklarin
hiperkortizolemi durumu bazi1 biyokimyasal laboratuvar verileri ile dislanmalidir. Ancak
tlimhi  glukokortikoid fazlaligit durumunda siklikla kullanilan kortizol —sekresyon
parametrelerinin giivenilirligi endojen hiperkotizolemi durumuna gore diistiktiir [11].

SCS ise, adrenal adenomu olan bir hastada CS iligkili belirti ve bulgular belirgin olarak
mevcut degil iken, yapilan HHA aks iliskili laboratuvar testlerinde hiperkortizolemi
saptanmast durumudur [12]. SCS adrenal adenomu olan hastalarda en sik rastlanilan
hormonal problemdir [13],[14]. Adrenal kitle ile tetkik edilen hastalar i¢inde sikliginin %5-48
arasinda oldugu gosterilmistir [11],[15]. HHA aks testleri, adrenal lezyonun normalden fazla
kortizol liretme kapasitesinin olup olmadigin1 6lgmek icin yapilan testlerdir. 1mg DST,
plazma ACTH diizeyi, idrar serbest kortizolii basta gelen testlerdir. Ayrica gece serum
kortizolli, gece tikiirikk kortizolli, serum DHEA testleri de bu grup i¢indedir. SCS’nin
taranmas i¢in uygulanan HHA aks testleri, belirgin CS tarama testlerinden farkli degildir. Bu
testler, klinik belirtileri asikar, hiperkortizolemik durumun agir oldugu CS’de oldukga yiiksek
ozgiillikte iken, SCS’de mevcut oldugu disiiniilen hafif/ilmli  kortizol fazlaligim
degerlendirmede yeterli kesinlikte degildir [6],[16],[13],[14],[15].

Calismanin baslica amaglart:

e Sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometre (LC-MS/MS) ile tiikiirik kortizolii
Ol¢iimii i¢in yontem gelistirilmesi,

e Tiikiiriik kortizolii 6l¢iimiinde ELISA ve LC-MS/MS metotlarinin karsilastirilmasi,

e Siipheli hiperkortizolemi tanis1 alan hastalardan belirli saatlerle alinan tiikiiriik
orneklerinde tiikiiriik kortizolii diizeylerinin her iki yontem ile dl¢liimii ve elde edilen
bulgularin olgularin klinik ve laboratuvar verileri ile karsilagtirilmasi,

e Tikiiriik kortizolii sonuglariin her iki yontemle de tan1 koydurucu performansinin ve

esik degerlerinin belirlenmesi,



Giin icerisinde belirli saatlerde alinan tiikiiriik kortizol sonuglarinin gilinliik ritmi

gostermedeki etkinliginin incelenmesidir.

Bu amaglar dogrultusunda aragtirmanin hedefleri;

LC-MS/MS yontemi ile tiikiiriik kortizolli 6l¢iimiiniin optimizasyonu ve tiim analitik
yontem gecerlilik caligmalarinin gerceklestirilmesi

Hiperkortizolemi siiphesi olan olgularin klinik ve HHA aks testleri sonucuna gore CS,
SCS ve NFA seklinde gruplandiriimast,

CS, SCS ve NFA gruplarindan giinde ii¢ kez (08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde) alinan
tiklirik Orneklerinde kortizol diizeylerinin hem LC-MS/MS hem de ELISA
yontemleri ile 6l¢iilmesi,

ELISA ve LC-MS/MS ile tiikiiriik kortizolli 6l¢timii yapilan tiim 6rneklere ait dl¢lim
sonuglarinin Bland-Altman grafikleriyle ve Passing-Bablok regresyon analiziyle
uyumlarinin karsilagtirilmasi ve tanisal performanslarinin ROC (receiver operating
characteristic curves) analizi ile belirlenmesi,

Olgularin demografik, klinik ve laboratuvar verileri ile elde edilen bulgularin
korelasyonlarinin degerlendirilmesidir.

Boylece hiperkortizolemi i¢in ciddi ayirict tani1 problemleri olusturan kosullarda
adrenal CS ve SCS tanilarinin konulmasinda tiikiiriik kortizoliiniin belirleyici roliiniin

ve ditirnal ritmi ortaya koymadaki basarisinin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Adrenal Bez Anatomisi ve Fizyolojisi

Adrenal bezler endokrin sistemin 6nemli bir parcasidir. Siirrenal bezler ya da bobrek iistii
bezleri olarak da bilinen adrenal bezler, yaklasik 5 cm x 2 em’lik iiggen big¢imli organlardir,
her bobregin iist kisminda bulunur ve her biri 4 ila 5 gram agirhigindadir (Sekil 1). Bagisiklik
sisteminin diizenlenmesinde, viicut metabolizmasinda, tuz ve su dengesinde Onemli rol
oynayan hormonlari salgilar ve stres donemlerinde viicuda yardim eder [17]. Adrenal bezler
onemli damar ve organlara yakin konumlanmiglardir. Sag adrenal bez sag hemidiafram,
karaciger ve inferior vena kavaya yakinken, sol adrenal bez aort, dalak ve pankreas kuyruguna
yakindir.

Adrenal bez dis katman (korteks) ve i¢ katman (medulla) olmak {izere iki ayr1 dokudan olusur.
Adrenal korteks sart bir renk tonuna sahipken, adrenal medulla daha g¢ok kirmizimsi
kahverengi renktedir. Bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil tiim adrenal bezini ¢evreler
[17]. Adrenal korteks histolojik ve fonksiyonel agidan tige ayrilir (Sekil 1):

Zona glomerulosa (dis tabaka): En Onemlisi aldosteron olan minerakokortikoidlerin
sentezinden sorumludur. Bu hormon, elektrolit dengesinde ve kan basincinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [18].

Zona fasciculata (orta katman): Zona fasciculata, baskin hormonun kortizol oldugu
glukokortikoidleri iiretir. Bu hormon, glukoneogenez yoluyla kan sekerinin diizenlenmesinde
rol oynar. Kortizol ayrica bagisiklik sistemini modiile eder ve yag, protein ve karbonhidrat
metabolizmasini modiile eder. Kortizoliin salgilanmasi, hipofiz bezinden salinan ACTH
tarafindan diizenlenir [18].

Zona reticularis (i¢ bolge): Zona reticularis androjenler iiretir ve sekonder cinsel 6zelliklerin
gelisiminde rol oynar. Zona reticularis'te iiretilen birincil androjen, viicutta en bol bulunan
hormon olan DHEA’dir. Progesteron, Ostrojen, kortizol ve testosteron gibi adrenal bez

tarafindan tiretilen diger bir¢ok hormonun sentezi i¢in bir 6ncii gorevi goriir.
Adrenal medulla katekolaminleri sentezler. Katekolaminler, dopamin onciiliinden yapilir ve

tirozin ile birlestirilerek norepinefrin elde edilir. Norepinefrin olusturulduktan sonra, sadece

adrenal medullada bulunan feniletanolamin N-metiltransferaz (PNMT) ile metillenir [19].
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Adrenal-BobrekUsti Bezi

BobrekUstii Bezi Bolimleri
Adrenal Korteks Katlar
Adrenal Korteks

Zona Fasciculata

Adrenal Medulla Zona Glomerulosa

Sekil 1. Adrenal bez katmanlarinin sekilsel gosterimi [20]

2.2.Steroid Biyokimyasi
Adrenal kortekste tretilen major hormonlar, minerolokortikoidler, glukokortikoidler ve

adrenal androjenlerdir.

2.2.1 Glukokortikoidler:
Glukokortikoidler, ¢evresel veya biyolojik strese tepki olarak adrenal korteks tarafindan
tiretilen steroid hormonlardir. Yetiskinlerde, enerji metabolizmasi, kalp debisi, iltihaplanma

ve bagisiklik dahil ¢esitli biyolojik siiregleri diizenler [21].

2.2.1.1. Glukokortikoid Salinimi

Insanlardaki tiim steroid hormonlar kolesterolden kdken almaktadir. Plazma lipoproteinleri
ana adrenal kolesterol kaynagidir. Diistik yogunluklu lipoprotein (LDL), adrenal beze verilen
kolesteroliin yaklasik % 80'ini olusturur. Adrenal doku iizerinde spesifik hiicre yiizeyi LDL
reseptorleri vardir. Uyarim gerceklestiginde akut yanit i¢in adrenal icindeki kiigiik serbest
kolesterol havuzu mevcuttur. Akut stimiilasyon, depolanmis kolesteril esterlerin serbest
kolesterol icin hidrolize olmasina, plazma lipoproteinlerinden alimin artmasina ve bez
icindeki kolesterol sentezinin artmasina neden olur (Sekil 2) [22].

Kolesterol, steroid kolesterol esteraz enziminin etkisiyle steroidojenik yola girer ve steroid
akut diizenleyici (STAR) proteini ile steroidojenik hiicrelerin dis mitokondriyal zarindan i¢
mitokondri zarina aktarilir. Bu aktarimi, kolesteroliin, steroid sentezinin ilk basamagi olan ve
adrenaller tizerinde adrenokortikotropik hormonun (ACTH) ana etkisi olan pregnenolona
dontistimii izlemektedir. Kolesterol daha sonra i¢ mitokondriyal membranda, CYP11Al

(P450scc) yoluyla pregnenolona doniistiiriiliir [23]. CYP11A1, steroid hormon tiretiminin hiz
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sinirlayict basamagini katalize eder ve adrenal korteksin ii¢ katmaninda da eksprese edilir.
Pregnenolon, CYP17Al1 geni tarafindan katalize edilerek 17-a-hidroksipregnenolona
doniistim gergeklestirilir. 17-a-hidroksipregnenolon da  3B-hidroksisteroid dehidrogenaz
enzimi ile 17a-hidroksiprogesterona doniisiir. Reaksiyon CYP21A2 enzimi ile devam eder ve
11-deoksikortizol sentezi gerceklesir. 11-deoksikortizol olusumu gerceklestikten sonra

mitokondride CYP11B1 enzimi ile kortizol sentezi tamamlanir [24].
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Sekil 2. Adrenal steroidogenezde yer alan biyokimyasal yollar [24]
2.2.1.2. Glukokortikoid Salinimimin Diizenlenmesi

Kortizol salinmasi HHA sistemi ile diizenlenmektedir. HHA ekseninin aktivasyonu ve
glukokortikoid salgilanmasi, hipotalamus ve hipofiz bezi seviyesindeki bir negatif geri

besleme dongiisii ile siki sekilde diizenlenir.
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2.2.1.2.1. Hipotalamik-Hipofiz-Adrenal Ekseni
1936 yilinda biyokimyact Dr. Hans Selye strese maruz kalan hayvanlarda ii¢ fazli bir “genel
alarm reaksiyonu” gozlemlemistir [25].

Q) Lenfatik dokularin boyutunun azalmasi, 6-48 saatte lipoliz ve gastrointestinal

kanama “alarm reaksiyonu”,
(i) Adrenal hipertrofi, tiroid 48 saat sonra atrofi ve gonadal atrofi “diren¢ asamas1”,
(i) Strese maruziyete devam etmesi durumunda baslangi¢ durumuna donme egilimi
“tiikenme asamas1” seklinde tanimlamalarda bulunmustur.

Daha sonra genisletilmis klinik gozlemleri “genel adaptasyon sendromu” olarak yeniden
tanimlanmistir. Adrenal steroidlerin gorevlerini, “glukokortikoid” ve “mineralokortikoid”
terimlerinin kesfini, modern norosteroid anlayis1 hakkindaki bilgilere ragmen HHA ekseninin
roliinii anlamada basarisiz olmustur [26]. 1986'da National Institutes of Health (NIH)'de CRH
hipersekresyonunun melankolik depresyona neden oldugunu, endokrinoloji ve psikiyatriyi
daha da bagladigim1 ve daha sonra CRH yanitlarinin melankolikleri atipik depresyondan
ayirdigi gosterilmistir [27]. Boylece, HHA eksenin, adrenal fonksiyonun diizenlemesinin
otesinde ve tiim stres formlarinda merkezi rol oynadig1 agiklanmistir [28]. Cevresel, fiziksel
veya fizyolojik strescilere maruz kalmak, merkezi sinir sistemi ile endokrin, immiin ve
kardiyovaskiiler sistemler dahil olmak iizere tiim sistemlerde stres tepkisinin aktivasyonuna
yol agar. HHA ekseni, homeostazin korunmasina veya restore edilmesine yardimci olan
adrenal hormonlarin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. HHA ekseni, zona fasciculata ve
zona reticularis'ten glukokortikoidler ve adrenal androjenlerin iiretilmesinde rol oynar (Sekil
3) [29]. HHA ekseninin aktivasyonu, hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginde (PVN)
lokalize olan hipofizyotropik néronlarm, CRH ve arginin vasopresinini (AVP) sentezlemesi

ve salgilamasi i¢in uyarildiginda baslar [30].
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Sekil 3. HHA ekseninin aktivasyonu [29]

Pro-opiomelanokortin ve ACTH

ACTH, adrenal glukokortikoid biyosentezi ve sekresyonunu uyaran baslica hormondur.
Anterior hipofiz tarafindan sentezlenen 39 amino asit igeren bir peptiddir ve 241 amino
asitlik bir onciil olan pro-opiomelanocortin'‘den (POMC) sentezlenir [22]. Hipotalamus-
hipofiz ekseninde ACTH'nin rolii, adrenal bezlerden kortizol salimiminin uyarilmasidir.
Sentezi ve salgilanmasi esas olarak her ikisi de hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginin
parvokiiler noronlar: tarafindan iiretilen ve birbirleriyle sinerjide hareket eden CRH ve AVP
tarafindan diizenlenir [22]. ACTH sekresyonu nabiz ve negatif geri besleme kontrolii
altindadir ve sirkadiyen bir ritim paterni gosterir. Viicutta salgilanan ¢esitli hormonlarin ve
faktorlerin etkisi altindadir. Yeme ve stres yaniti gibi fizyolojik aktiviteler de ACTH
salinimini etkileyebilir. HHA sisteminin yaslanma ve cinsiyet farkliliklarina gore degistigi
bilinmektedir [27]. ACTH seviyeleri kortizole paralel olarak, sirkadiyen ritimle degisir,
06.00-09.00 saatleri arasinda zirveye ulasir, giin boyunca 23.00-02.00 arasinda diiser ve
yaklasik 02.00-03.00'de tekrar yiikselmeye baslar [27].
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CRH ve Arginin Vazopressin

CRH, hipotalamusta PVN’nin hipofizyotropik néronlari tarafindan {iretilen ve salgilanan 41-
amino asit igeren peptit hormonudur [29]. CRH, hipofiz portal kan1 igine salgilanir, anterior
spesifik tip I CRH reseptorleri 6n hipofiz kortikotroflarina baglanarak adenilat siklaz
aktivasyonu sayesinde POMC transkripsiyonu uyarilir [31]. POMC salgilanmasi, 6zellikle
CRH ve AVP olmak iizere ¢ok sayida faktor tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. CRH,
ACTH salgillanmasi i¢in temel uyaricidir, ancak AVP, CRH aracili sekresyonu
giiclendirebilir. Bu durumda, AVP, proteini etkinlestirmek i¢in V1b reseptoriine baglanarak
protein kinaz C’ yi aktive eder. ACTH'nin CRH'ye tepe tepkisi giin boyunca farklilik gosterir,
ancak endojen olarak etkilenir. Dolagimdaki CRH seviyelerine hipotalamik CRH'nin
katkisinin olup olmadigi belirsizdir. CRH diger dokulardan da sentezlenir. Dolasimdaki CRH
bliylik olasilikla testis, gastrointestinal sistem, adrenal medulla ve 6zellikle plasentadan
salgilanmaktadir [32]. Dolasimdaki, CRH, CRH baglayici proteine (CRH-BP) baglidir, CRH-
BP seviyeleri hamilelik sirasinda artar, boylece kortizol salgist belirgin bir sekilde yiikselmez
[33].

2.2.1.2.2. Stres Tepkisi ve immiin-Endokrin Eksen

Cevresel veya psikolojik sebeplere bagli akut stres, CRH salinimina, bu da 6n hipofizden
ACTH ve adrenal korteksten de glukokortikoid salinimina sebep olur [31]. Akut ve kronik
stresin, HHA ekseni lzerindeki etkisi incelendiginde, CRH’in merkezi sempatik ve
serotonerjik sistemlerin aktivasyonunda onemli bir rol oynayan stres ndrotransmitter oldugu
kanitlanmistir [32]. Major depresyonun baglangicini tetikleyen kronik stres, genellikle artmis
CRH sekresyonu ve kortizol tarafindan azaltilmis geri besleme (feedback) inhibisyonunun
hassasiyetinin azaltilmasi ile iligkilidir. Kronik stres durumlarinda artmis plazma kortizol

konsantrasyonlart hipotalamustan AVP salinimini arttirir [33].

2.2.1.2.3.Sirkadiyen Ritim

HHA ekseni uyanikligin korunmasinda ve uykunun diizenlenmesinde énemli rol oynar. CRH
reseptoril, glukokortikoid reseptorii veya mineralokortikoid reseptdriinde islev bozuklugu
uykuyu bozabilir [34]. ACTH ve kortizol, sirkadiyen ritim ile pulsatil bir modda salinir, sabah
uyaninca en yiiksek seviyelerde olup giin boyu diisme egilimindedir, aksam ise nadir
seviyelere iner (Sekil 4). ACTH seviyeleri sabah 05.00-09.00 arasinda artarken, aksam 6.00
ve gece yarisina dogru diisiis egilimindedir [24]. Kortizol sekresyonu, uyku baslangicinda
diisiik, 02.00- 04.00 saatleri arasinda artmaya baslayarak, 1 saat i¢inde zirveye ulasan ve daha

sonra giin i¢inde diiserek devam eden bir sirkadiyen ritim izler [3].
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Sekil 4. Normal kisilerde kortizol sirkadyen ritimleri [24]

2.2.1.2.4. Feedback inhibisyon

HHA ekseni, bobrekiistii bezinden kortizol liretimini ve salinmasini uyaran merkezi bir stres
tepki sistemidir. Kortizol, vaskiiler direnci desteklemek amaciyla glikozun kullanilabilirligini
artirir ve damar i¢i hacmi korur [35]. Viicut ne zaman bir stresle karsilasirsa (or. cerrahi,
travma), hipotalamus aktive olur ve anterior ilizerinde etkili olan CRH’1 serbest birakir,
CRH’de 6n hipofizden ACTH salinimini uyarir. Daha sonra ACTH salinarak kortizol
salimimint etkinlestirir. Dolagimda artan kortziol seviyelerine gore hipotalamus ve hipofizden

ACTH ve CRH salinimimi baskilamak i¢in HHA ekseninin negatif geri besleme mekanizmasi

vardir ( Sekil 5) [24].
Negatif Geri *

Besleme

@ Hipotalamus
| CRH

@ On Hipofiz

I ACTH
| Bobrekiistii Bezi

Kortizol

Sekil 5. HHA ekseni geri besleme [35]
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2.2.2. Kortizol Baglayic1 Globulin (CGB) ve Kortikosteroid Hormon Metabolizmasi
Kortizol biiyiik ol¢iide dolagim sistemi boyunca kandaki tasiyici proteinler (kortizol baglayict
globiilinler- CBG, a-1 glikoprotein ve albiimin) araciligiyla tagimir [36]. Sadece %5’lik kiigiik
bir kismi serbest halde bulunur, yagda ¢oziiniir ve bodylece ¢ift tabakali hiicre membran
sisteminden gegebilir [37]. Bu baglanmamis kortizol biyolojik agidan aktif fraksiyondur ve
kan-beyin bariyerinden ve hiicre membranindan gegebilme yetenegine sahip olup, néronal
fonksiyonlar1 ve hiicrelerde gen ekspresyonunun degisimini dogrudan etkileyebilmektedir
[38]. 11b-hidroksisteroid dehidrojenaz (11p-HSD), hormonal olarak aktif kortizoliin aktif
olmayan kortizona doniisiimiinii katalize eder. 113-HSD'nin iki izoformu vardir. 11b-HSD tip
1 (11B-HSD1), aktif olmayan kortizonu karaciger, yag dokusu, gonadal doku ve merkezi sinir
sistemi gibi hedeflerde aktif kortizole doniistiirtir [39]. Serbest kortizol, distal nefron, tiikiiriik
bezleri, deri, kolon gibi aldosteron se¢ici hedef dokularda yiiksek oranda eksprese edilen 11b
ile hidroksisteroid dehidrojenaz (11bHSD) tip 2 kortizona donistiiriiliir. Salgilanan
kortizol’tin yaklasik % 50°si idrarda tetrahidrokortizol (THF), 5alfa-tetrahidrokortizol (allo
THF) ve tetrahidrokortizon (THE), % 25 ’i kortol/kortolon olarak, %10’u C19 steroidleri
olarak, %10 kortolik/kortolonik asitler olarak, kalan metabolitler serbest halde konjiige olarak
bulunur (kortizol, kortizon ve 6B- ve 20a / 20B- metabolitler) (Sekil 6) [24].

17



CH,OH CH,OH
|
H—C—OH H—C—OH

(o) OH HO <z OH
o =
20p-dihydrocortisone 20[3 dihydrocortisol
20pB-oxoreductase 20B-oxoreductase
CH,OH CHQOH
CH,OH | CH,OH
| |
c=0 6=0 =0 c=0
o OH (o} -- OH -- OH HO <- OH
11B-hydroxysteroid
6 3-hydroxylase dehydrogenase 603 - hydroxy/ase
© (o}
OH . OH
. Kortizon .
6p-hydroxycortisone 6f-hydroxycortisol
5p- reductase/ \a -reductase
CH,OH
|
c=0
HO | A<z OH
(0]
5B-dihydrocortisol 5a-dihydrocortisol
3a-hydroxysteroid 3a -hydroxysteroid
dehydrogenase dehydrogenase
CHgOH CHQOH CH,OH
|
Y c=0
(@) } i <z OH
HO
tetrahydrocortisone 5B-tetrahydrocortisol Sa-tetrahydrocortisol
(THF) (allo-THF)

Sekil 6. Kortizol metabolizmasinin baslica yollar1 [24]

2.2.3. Kortizolin Etkileri

® Karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmasi tizerine etkileri;
Glukokortikoidler, glikojen, protein ve lipit metabolizmalar1 iizerindeki etkileri sayesinde kan
sekeri konsantrasyonlarini arttirir. Glikojen sentezini arttirarak karacigerde glikojen birikimini
uyarir [40].

e Deri, kas ve bag dokusu lizerine etkileri,
Kas dokusunda insiilin direncini indiiklemeye ek olarak, glukokortikoidler, cilt ve bag dokuda
ve ayrica kasta katabolik degisikliklere neden olur. Deride ve bag dokuda , glukokortikoidler

epidermal hiicre boliinmesini engeller ve DNA sentezini azaltmak ve tiretimini azaltir [24].
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e Kemik ve kalsiyum metabolizmasi tizerine etkileri;
Osteoblastlar1 baskilayarak yeni kemik olusumunu azaltir. Boylece kemik yikimini arttirarak
kemik kiitlesinin azalmasini bu sebeple de kirilganligr arttirir [41].

e Tuz ve su Homeostazi ve kan Basing kontrolii;

Glukokortikoidler, bdbrek ve damar sistemindeki mekanizmalara etki ederek kan

basincini arttirir [42].

e Antienflamatuar eylemler ve bagisiklik sistemi tizerine etkileri;
Intravaskiiler kompartmandan, lenfositleri dalak, lenf diigiimleri ve kemik iligine dagitarak
kandaki lenfosit sayisim akut olarak azaltir. Iimmiinoglobiilinin sentezini engeller ve lenfosit
apoptozunun uyarilmasi saglar [24].

e Endokrin etkileri;
Glukokortikoidler tiroid eksenini baskilayarak tiroid uyarict hormon (TSH) salgilanmasi

tizerine dogrudan etkilidir [24].

2.2.4. Kortizol ile iliskili Hastahklar
Adrenokortikal hastaliklar nispeten nadir olup, tedavi edilmezse yiiksek morbidite ve
mortalite oranina sahip hastaliklardir. Hastaliklar hormon seviyelerinin asir1 olmasit veya

eksikligine gore smiflandirilabilir. Tablo 1. ‘de gosterilmistir [24].

Tablo 1: Glukokortikoid fazlalig: ve eksikligi hastaliklari [24]

Glukokortikoid yetmezlik hastahiklari Glukokortikoid fazlahg: hastaliklar
Primer adrenokortikal yetmezlik Cushing Sendromu
(Addison hastalig1)
Sekonder adrenokortikal yetmezlik Pseudo Cushing Sendromu
Konjenital adrenal hiperplazi

2.2.4.1. Glukokortikoid Yetmezlik Hastaliklari

Adrenal yetmezlik, glukokortikoidlerin ve/veya mineralokortikoidlerin ve adrenal
androjenlerin azalmis liretimi veya etkisi ile karakterize ciddi bir patolojik durumdur. Hayati
tehdit eden bu durum, sirasiyla adrenal korteksi, 6n hipofiz bezini veya hipotalamusu

etkileyen hastaliklardan kaynaklanir. [43].
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2.2.4.1.1. Primer Adrenokortikal Yetmezlik (Addison hastahgr)

Primer Adrenal Yetmezlik, adrenal korteksten glukokortikoid (oncelikle kortizol),
mineralokortikoid (6ncelikle aldosteron) hormonlarinin sentezinin ve saliniminin birincil
yetersizligini temsil eder. Karakteristik klinik belirtileri; ortostatik hipotansiyon, ajitasyon,

konflizyon, dolasim bozuklugu, karin agris1 ve atestir [24].

2.2.4.1.2. Sekonder Adrenokortikal Yetmezlik

Sekonder adrenal yetmezlik, primer adrenal yetmezlikten daha sik goriiliir. Sekonder adrenal
yetmezlik, on hipofizi etkileyen ve ACTH sekresyonuna miidahale edilmis herhangi bir
hastalik siirecinden kaynaklanabilir. [43]. Sekonder adrenal yetmezligin klinik ozellikleri,

primer adrenal yetmezlik ile benzerdir.

2.2.4.1.3. Konjenital Adrenal Hiperplazi

Konjenital adrenal hiperplazi vakalarmin % 90 ila % 95'ine 21-hidroksilaz eksikligi neden
olur. Hastaliga, steroid 21-hidroksilaz enzimini kodlayan cyp21 genindeki mutasyonlar neden
olur [44].

2.2.4.2. Glukokortikoid Fazlahig1 Hastaliklar

2.2.4.2.1. Cushing Sendromu (CS)

Cushing sendromu (CS), yiiksek seviyelerde serbest plazma endojen kaynakli (kortizol) ya da
ekzojen (6rnegin prednizolon, deksametazon) kaynakli glukokortikoidlere uzun siire maruz
kalmayla iliskili semptom ve bulgulart igerir [24]. CS, nadir bir hastalik olup, genel
popiilasyonda yillik insidansinin milyonda 0.2-5, prevelansinin milyonda 39-79 arasinda
oldugu bildirilmistir. CS gorlilme yas1 ortalama 41.4 olup, kadinlarda erkeklere oranla
goriilme siklig1 3 kat fazladir [8], [9]. CS, viseral obezite, pletore, 6zellikle boyun bdlgesinde
cilt alt1 yag depolarmin artis1 (hump/horgiic), ciltte yaygin parlak renkli gatlaklar, spontan
ekimoz, kas atrofileri, diyabet, hipertansiyon gibi metabolik sorunlara yatkinlik, osteoporoz,
psikolojik sorunlar, hipogonadizm gibi ¢oklu problemlere neden olan bir sendromdur [45]
(Tablo 2). CS, ACTH-bagimli, ACTH-bagimsiz ve diger nedenler olarak siniflandirilabilir
(Tablo 3).
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Tablo 2. Endokrin Dernegi tarafindan tanimlanan CS’nin klinik &zellikleri (% prevalans

yayinlardaki hasta popiilasyonuna gore belirtilmistir) [45]

Cushing Sendromu'nu en iyi ayirt eden

isaretler

Genel popiilasyonda yaygin goriilen CS
ozellikleri (Endojen hiperkortizolemi

icin daha az ayric)

Kolay morarma (% 80), Facial plethora
(%90),

giicsiizliigli (% 60), Kirmizims: mor ¢izgiler

Proksimal miyopati veya kas

(>1 cm) (% 45), Biiyiime hizinda azalma ile
kilo alim1 (¢ocuklar) (% 90)

Depresyon (% 59), Yorgunluk (% 77),
Kilo alim1 ve obezite (% 97), Sirt agrisi
(% 60), Azalmis libido (% 50), Bozulmus
kisa siireli hafiza (% 60), Uykusuzluk (%
85), Sinirlilik (%  60),
anormallikler (% 90), Bufalo horgiicii
(%57), Yz
dolgunluk (% 80), Hirsutizm (% 48),
Kadinlarda kellik (% 38), Periferik 6dem
(% 20), Ince cilt (% 70)

Menstriiel

veya  supraklavikiiler

Tablo 3. CS’nin siniflandirilmasi [24]

. - DIGER
ACTH BAGIMLI CS ACTH BAGIMSIZ CS NEDENLER

Cushing hastaligi Adrenal adenom ve karsinom Gebelik
Ektopik ACTH Primer pigmentli nodiiler adrenal .

: ; Obezite
sendromu hiperplazi ve Carney sendromu
Sl CiRi McCune-Albright sendromu Alkol
sendromu
L1 ST ET e Aberrant reseptorii ifadesi Depresyon
hiperplazi
Iyatrojenik (1-24 Iyatrojenik (6rnegin, prednisolonun
ACTH ile tedavi) farmakolojik dozlari, deksametazon)
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2.24.2.1.1. ACTH Bagimh Nedenler
2.2.4.2.1.1.1. Cushing Hastahgi
Iyatrojenik nedenler hari¢ tutuldugunda, Cushing hastaligi, CS vakalarin yaklasik % 70'ini

olusturur ve hipofiz kortikotrop tiimoérlerinin neden oldugu nadir bir bozuklugu ifade eder
[46]. Hipofiz tiimériit ACTH'In asir1 tiretirilmesine sebep olur bu da HHA eksen geri besleme
diizenlemesinin azalmasina bdylece bobrekiistii bezlerinden salgilanan asir1 miktarda kortizol

salinmasina neden olur [24].

2.2.4.2.1.1.2. Ektopik ACTH Sendromu

Cushing sendromu vakalarin % 15'ini kapsayan hipofiz ile iligkili olmayan ACTH salgilatan
timorler kaynaklidir [24]. Ektopik ACTH sendromu, yiiksek derecede malign tiimorler veya
tipik CS semptomlar1 ve bulgularini gosteren daha az agresif néroendokrin tiimérler ile iliskili
olabilir [47]. Dolasimdaki ACTH konsantrasyonlar1 ve kortizol sekresyonu oranlari gok
yiiksek olabilir. Hastalar yaygin olarak pigmentlidir, genelde kilo kaybi, miyopati ve glikoz
intoleransi belirgin semptom ve isaretlerdir. Bu 6zelliklere eslik eden hipokalemik alkaloz ve

periferik ile 6dem klinisyeni tan1 konusunda uyarmalidir [24].

2.2.4.2.1.1.3. Ektopik CRH Sendromu

ACTH iiretiminden ziyade izole CRH {iretiminin neden oldugu CS olduk¢a nadirdir [48]. Bu
konu ile ilgili bildirilmis baz1 tiimorlerin (genellikle bronsiyal karsinoid, mediiller tiroid veya
prostat karsinomu) sadece CRH salgilattigi yada ACTH ile birlikte salgilattigina dair birkag
vaka bulunmaktadir [24].

2.2.4.2.1.1.4. Makronodiiler Adrenal Hiperplazi (MAH)

Cushing hastalig1 olan hastalarin % 10 ile % 40'inda ¢ap1 birka¢g cm’yi bulabilen bir ve ya
daha fazal nodiil ile iligkili bilateral adrenokortikal hiperplazi durumudur. Uzun siireli devam
eden adrenal ACTH stimiilasyonundan kaynaklanan otonom adrenal adenom olusumunun

MAH’1n sonucu oldugu diisiiniilmektedir [24].
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2.2.4.2.1.2. ACTH Bagimsiz Nedenler
2.2.4.2.1.2.1. Adrenal Adenom ve Karsinom

Primer adrenal timdrler ACTH bagimsiz CS nedenidir. Adrenal tiimorler CS’li olgularin
%10-15’inden sorumlu olup, bunlarin ¢ogunlugunu iyi huylu adrenokortikal adenomlar
olusturmaktadir. Karsinomlar ise CS’li olgularin % 5'inden sorumludur [24]. Adrenal CS’nin
tanis1; belirgin klinik bulgular, ACTH bagimsiz hiperkortizolemi ve radyolojik olarak
saptanan adrenal lezyon(lar)a dayanir. Belirgin belirti ve bulgular nedeni ile genellikle tanisal

zorluk olmaz [16].

2.2.4.2.1.2.2. Primer Pigmentli Nodiiler Adrenal Hiperplazi ve Carney Sendromu

Bilateral, kiigiik, pigmentli adrenal nodiiller ile iligkili olarak yaklasik 100 ACTH bagimsiz
Cushing sendromu vakasi bildirilmistir. Patolojik olarak, bu nodiiller genellikle 2 ila 4 mm
capindadir (ancak daha biiyiik olabilirler). Carney kompleks adinda bir ailevi otozomal
dominant varyant olup sivilceli cilt pigmentasyonu, periferik sinir tiimorleri, meme lezyonlari,
testis timorleri ve GH salgilayan hipofiz tiimorleri dahil olmak iizere diger cesitli tiimorleri
(0zellikle atriyal miksomlar), mezenkimal tiimorleri igerir [49]. Protein kinaz A (PKA)
diizenleyici alt birim tip IA'yt (PRKAR1A) kodlayan genin mutasyonlari, anormal PKA

sinyallerine yol agar ve bazi durumlarda fenotipi agiklar [50].

2.2.4.2.1.2.3. McCune-Albright Sendromu

McCune-Albright sendromu, baslangigta poliostotik lifli displazi, erken ergenlik ve cafe-au-
lait lekelerinin tigliisii tarafindan taninan nadir bir genetik bozukluktur [51]. Fibroz displazi
ve deri pigmentasyonu hipofiz, tiroid, adrenal ve gonadal hiperfonksiyon ile iligkili olabilir.
Adenil siklaz ile bagli G proteinin o alt biriminin somatik mutasyonudur. Mutasyon, adrenal
diizeyde sabit ACTH’1 taklit eden G proteinin aktivasyonun olusumuna neden olur. ACTH

seviyeleri baskilanir ve adrenal adenomlar olusabilir [24].

2.2.4.2.1.2.4. Makronodiiler Hiperplazi (AIMAH)/Aberrant Reseptorii Ifadesi

MAH, ACTH'ye bagli Cushing sendromu hastalarinda yaygin olarak goriilmesine ragmen,
gercekte ACTH'den bagimsiz makronodiiler hiperplazi (AIMAH) de agik¢a kabul edilir.
Nodiiller pigmentsizdir ve ¢ap1 5 mm'den fazla olup bazen, bobrek iistii bezi kitlesel olarak
genisler [24]. AIMAH, baskilanmis ACTH seviyeleri varliginda adrenal bezlerin biiyiik

bilateral nodiiler biiyiimesi ve hiperkortizolizmin karakteristik 6zelligi olan CS nadir goriilen
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bir nedenidir [52]. Cogu vaka adrenal kortekste anormal reseptdr (Aberrant reseptor)
ekspresyonu temelinde agiklanmaktadir. Farkli akis asagi sinyal yollarindaki degisiklikler
nedeniyle veya anormal sekilde eksprese edilmis G-protein bagli reseptorler yoluyla
CAMP/PKA yolunun aktivasyonu, hem kortizol sekresyonu hem de adrenal biiyiime ile
ilgilidir. Germline Armadillo repeat 5 (ARMCS) mutasyonlar1 sik goriilen bir genetik

kusurdur. Teshis yaklasimi hem goriintiilleme hem de hormonal karakterizasyondan olusur
[53].

2.2.4.2.1.2.5. Iyatrojenik Cushing Sendromu

Iyatrojenik Cushing sendromu, hiperkortizolizmin en yaygin seklidir. Glukokortikoidler,
siklikla ciddi dozlarda hiperkortizolizmin gelismesine yol acabilecek yliksek dozlarda c¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [54]. CS’nin &zelliklerinin
gelistirilmesi, klinik pratikte kullanilan kortikosteroidlerin doz, siire ve potansiyeline baglidir.
ACTH nadiren regete edilir, ancak uzun siireli uygulama da cushingoid &zelliklerine neden
olacaktir. G6z i¢i basinci, katarakt, benign intrakranial hipertansiyon, femur basi aseptik
nekrozu, osteoporoz, ve pankreatit, iyatrojeniklerde oldugundan daha sik goriiliirken, endojen
Cushing sendromunda diger 6zellikler, hipertansiyon, hirsutizm ve oligomenore / amenore,

daha az yaygindir [24].

2.2.4.2.1.3. Diger Nedenler

CS’nin bazi klinik bulgularini tagiyan ve biyokimyasal olarak hiperkortizolemi bulgularini
taklit eden durumlar da mevcuttur. Ornegin stres, alkolizm, psikiyatrik bozukluklar, bobrek
yetmezligi, morbid obezite, primer glukokortikoid reseptér direnci, artmis sivi alimi
(psikojenik polidipsi veya diabetes insipidus), kontrolsiiz diabetes mellitus olgularinda da
hiperkortizolemi prevalansinin yiiksek oldugu raporlanmistir [10]. Nispeten daha sik goriilen
ve CS’ye benzer klinik ozellikler gdsteren bu hastaliklarin hiperkortizolemi durumu bazi
biyokimyasal laboratuvar verileri ile dislanmalidir. Ancak 1limli glukokortikoid fazlalig
durumunda siklikla kullanilan kortizol sekresyon parametrelerinin giivenilirli§i endojen
hiperkotizolemi durumuna gore diisiiktiir [11]. Catargi ve arkadaslarinin ¢alismasinda, HHA
aks durumunu aragtirmak i¢in tip 2 diabetes mellituslu 200 hastaya klinik ve laboratuvar
tetkikleri yapilmis ve 11 hastada endojen hiperkortizolemi saptanmistir [55]. Buna ek olarak,
150 komplike olmayan obezite hastas1 iizerinde yapilan bir caligmada hastalarin %9.3’{iniin
farkl etyolojilere sahip CS ile iliskili spesifik hiperkortizolemi semptomlarina sahip oldugu
gosterilmistir [56]. 1020 hipertansif hastada yapilan prospektif bir ¢aligma sonucunda ise 21
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hastaya asikar veya preklinik CS tanist konmustur [57]. Bu veriler, hiperkortizoleminin
dislanmas1 veya konfirmasyonu i¢in kullanilabilen gilivenilirligi yliksek tarama testlerine

ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

2.2.4.2.2. Subklinik Cushing Sendromu (SCS)

Subklinik Cushing Sendromu adrenal adenomu olan bir hastada CS iliskili belirti ve bulgular
belirgin olarak mevcut degil iken, yapilan HHA aks iliskili laboratuvar testlerinde
hiperkortizolemi saptanmasi durumudur [12]. SCS adrenal adenomu olan hastalarda en sik
rastlanilan hormonal problemdir [13],[14]. Tesadiifen bulunan adrenal Kitlesi (adrenal
insidentalomalar) olan hastalarin % 5-30'unda bulundugu ve bunun da yetiskin popiilasyonun
% 4-T7'sinde oldugu diisiiniilmektedir [11]. SCS’ yi tanmimlamak igin iki kriter karsilanmalidir,
bunlardan birincisi, hasta net bir Cushing fenotipi (6rnegin yiiz dolgunlugu ve merkezi
obezite) sunmamali ve ikincisi ise hasta tesadiifen saptanan bir adrenal kitle tasimalidir [58].
CS 100 yil1 askin bir siire once taninmis olsa da, SCS 6zellikle son 30 yil i¢inde taninir ve
tartisilir hale gelmistir. SCS' nin tan1 ve tedavisi son zamanlarda artan bir ilgi konusu haline

gelmistir ve su anda tartisilmaktadir.

2.2.5. HHA Aks Testleri

HHA aks testleri, adrenal lezyonun normalden fazla kortizol iiretme kapasitesinin olup
olmadigin1 6lgmek icin yapilan testlerdir. 1 mg deksametazon supresyon testi (DST), plazma
ACTH diizeyi, idrar serbest kortizolii basta gelen testlerdir. Ayrica gece serum kortizolii, gece
tikiirik kortizoll, serum dehidroepiandrostenadion testleri de bu grup igindedir. SCS’nin
taranmasi i¢in uygulanan HHA aks testleri, belirgin CS tarama testlerinden farkli degildir. Bu
testler, klinik belirtileri asikar, hiperkortizolemik durumun agir oldugu CS’de oldukg¢a yiiksek
ozgiilliikte iken, SCS’de mevcut oldugu disiiniilen hafifilimhi kortizol fazlaligini
degerlendirmede yeterli kesinlikte degildir. Buna gére 1 mg DST sonrasi kortizol degerinin 3
pg/dL’nin istiinde olmasi, ACTH diizeyinin 10 pg/mL’den diisiik olmasi, idrar serbest
kortizoliinlin yliksek olmasi kriterlerinden iki tanesinin SCS tanisi i¢in yeterli oldugu goriisii
mevcuttur. Ayrica 1 mg DST sonrasi kortizol degerinin 5 pg/dL {izerinde olmasi da tek basina
SCS tanist i¢in yeterli olarak goriilmektedir [6],[16],[13],[14],[15]. Ancak iizerinde goriis
birligi saglanan tanisal kriterler heniiz net degildir. Test sonuglarindan elde edilen ara
degerlerin yanlis pozitiflik mi yoksa SCS iligkili mi oldugunu degerlendirmek klinik bulgular
yetersiz bu grup hastalarda oldukg¢a zordur. Giinlimiiz literatiirii dikkate alindiginda, SCS‘yi

tanimlamada Onerilen kriterler agagida dzetlenmistir.
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1 mg DST: Gece 11.00 — 12.00 arasinda verilen 1 mg deksametazonun ardindan sabah 08.00—
09.00 arasinda olgiilen kortizolin 3 pg/dL veya 5 pg/dL iizerinde saptanmasi SCS’nin
kriterlerinden biridir. Sinir degerin hangisi olacagma dair netlesmis bir gorlis yoktur. Esik
deger 3 ng/dL kabul edildiginde duyarlilik %50-60, 6zgiillikk %50-80 arasinda, 5 pg/dL kabul
edildigine ise duyarlilik %20-60, oOzgiilliik %85-100 arasinda degismektedir. Endojen
hiperkortizolemiyi biiyliik oranda diglayan 1.8 pg/dL esik deger alindiginda ise duyarlilik
%75-100, ozgiilliik %?23-72 arasinda degigsmektedir [6],[7],[13],[14]. Duyarliligi bu derece
yiiksek iken pozitif prediktif degeri distiktiir. Bu nedenle esik degeri asan her kortizol degeri
gergek bir endojen hiperkortizolemik durumu yansitmaz. NIH-A.B.D. ve Amerikan Klinik
Endokrinologlar Birligi esik degeri 5 pug/dL olarak kabul ederken [59], Tiirkiye Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 Dernegi ve Akdeniz Endokrinologlar Birligi esik degeri 3 pg/dL
olarak kabul etmektedir [15]. Ancak 1 mg deksametazon sonrasi Olgiilen serum Kortizoli
sonuclarinda saptanan ara degerlerin (1,8-3 veya 1,8-5 pg/dL) nasil yorumlanacag, gercek bir
hiperkortizolemik durum olup olmadig1 heniiz netlesmemistir.

iki giin 2 mg DST: iki giin boyunca (4x0.5 mg) dozu ile deksametazon verilmesi ve iigiincii
giin sabah kortizol diizeyi i¢in kan drneklemesi esasina dayanir. Ozellikle endojen kortizol
diizeyi baska sorunlara bagli olarak yiikselen (alkolizm, morbid obezite vb.) hastalarda
kullanilmast onerilmistir. Ancak SCS i¢in tanisal isleyisi kolaylastirmadigi goriilmiistiir
[6],[14].[15].

ACTH diizeyi: Adrenal kokenli hiperkortizolemilerde ACTH diizeyinin baskilanmasi
beklenir ancak bu durum hiperkortizoleminin seviyesi ile iliskilidir. Bu nedenle, SCS’li
hastalarda her zaman asikar ACTH supresyonu olmayabilir. ACTH diizeyinin <10 pg/mL
olmas1 adrenal hiperkortizolemiyi destekler ama baskilanmamis degerlerin tek basina taniyi
reddetme giicli sinirhidir. Ayrica ACTH 6rneklemesi sonrasinda orneklerin hizli bir sekilde
transportu ve soguk zincir gerekliligi teknik problemlere de neden olmaktadir [6],[14],[15].
Idrar serbest kortizolii: Idrar kortizolii proteinlere bagli olmayan serbest kortizol
fraksiyonunun 6nemli bir gostergesidir [16]. Farkli KBG seviyelerinde hiperkortizoleminin
saptanmasinda avantaja sahiptir. Ancak farkli kosullarda bircok ilagla etkilesimi nedeniyle ile
yanlis pozitif ve negatif sonuglar gozlenebilmektedir [55]. Sonuglarin fazla sivi alimi,
tamamlanmayan toplama ve bobrek yetmezliginden etkilendigi belirtilmistir. Bu durumun
SCS’nin tam1 ve takibinde tutarsizhik yarattigi bildirilmistir. Ayrica, idrar serbest
kortizoliindeki artislar CS’nin gorece ileri evrelerinde goriildiigli icin SCS’li kisilerde

saptanabilecek normal degerler tanisal zorluklara neden olabilmektedir.
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Gece yarns1 tiikiiriik/serum Kkortizolii: Gece saatlerinde alinan orneklerde Slgiilen serum
kortizoliiniin veya tiikiiriik kortizoliiniin yiiksek saptanmasi endojenik hiperkortizolemi
durumlarinda goriilebilir ve HHA aksdaki sirkadiyen ritmin kayboldugunu gosterir. Ancak, bu
testlerin de tanisal giicli SCS’de heniiz netlik kazanmamistir. Serum Kkortizoliinde diiirnal
ritmin kaybolmasini gostermek i¢in yapilan gece yarisi serum kortizol diizeyinin 6l¢iilmesi,
SCS ve CS tanisinda duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek bir yontemdir (yaklasik %97). Ancak
poliklinik kosullarinda bu testin yapilmasi uygun olmayacagi i¢in hastalarin hastaneye
yatirilmasi 6nerilmektedir [60]. Son donemde, tiikiiriikte kortizol 6l¢iimiiniin serum kadar esit
tanisal dneme sahip olmasi, ayrica girisimsel olmayip kiside stres olusturmadan alinabiliyor
olmasi nedeniyle potansiyel tani testi olarak degerlendirilmesi s6z konusudur [2],[3]. Plazma
serbest kortizolii tiikiiriik bezi asiner hiicrelerine pasif difiizyon ile taginir. Bu nedenle plazma
serbest kortizolii ve tiikiirlik kortizolii arasinda ¢ok giiclii bir iliski vardir. Tikiiriikteki
kortizol ¢ok kararlidir [10] ve 6rnekler oda sicakliginda yedi giin [61], ayrica buzdolabinda da
yedi giin boyunca saklanabilir [4].

2.2.6. Kortizol Ol¢iim Metotlar:

Kortizol ol¢iim ydntemleri; immiinoanalizler (6r. radioimmunoassay (RIA), enzime bagh
immiinosorban analizi (ELISA), kemiliiminesans veya otomatik kemiliiminesans (ECLIA) ve
kiitle spektrometrik Olglimler seklinde ikiye ayrilabilir. Rutin laboratuvarda kortizol
seviyelerinin belirlenmesinde immiinoassay yontemi siklikla tercih edilmektedir. Ancak bu
yontemde, sentetik glukortikoidler ve bazi antikorlarla ¢apraz reaksiyon durumu gozlenebilir
[45] . Endokrin Dernegi Klinik Uygulamalar Kilavuzu steroid hormonlarinin 6zellikle diisiik
konsantrasyonlarinda analizi igin referans yontem olarak LC-MS/MS yontemini 6nermektedir
[62]. LC-MS/MS, radyoaktif materyallerin kullanilmadigi ve diisiik seviye kortizol
diizeylerini dahi yiiksek duyarlilik, 6zgiillik ve giivenilirlikle tespit edebilen bir yontemdir.
Saglikl1 bireylerde tiikiiriik kortizol referans degerlerini farkli yontemler kullanarak belirleyen

caligmalar mevcuttur (Tablo 4) [63].
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Tablo 4. Saglikli goniilliilerde kiitle spektrometrisi ve immiinoanaliz ile belirlenen gece yarisi

tikiirtik kortizolii (LNSC) referans degerleri [63]

METOT oLcum nmol/L N YIL
RIA Coat-a count <29 73 1998
RIA SmithKline Bioscience <136 34 2002
RIA Byk-Sangtec Diagnostica 10.4 27 2003
RIA CIS Biointernational 515 54 2004
RIA Cis Biointernational 0.3-43 20 2005
RIA Esoterix 1.4-4.7 26 2007
EIA Salimetrics <43 20 2011
EIA BUSCAR <32 30 2015
ELISA IBL International 0.83-8.3 725 2016
EIA Salimetrics <213% 54 2019
ECLIA Elecsys 2010, Roche 0.2-89 100 2006
ECLIA Elecsys 2010, Roche 1.9-9.0 42 2015
ECLIA Cobas 601, Roche <83 122 2017
ECLIA Elecsys 2010, Roche 0.11-342 57 2018
ECLIA Access, Beckman Coulter <153 117 2019
Mass spectrometry LC-MS <28 102 2012
Mass spectrometry LC-MS <28 60 2013
Mass spectrometry LC-MS 0.25-2.5 91 2015
Mass spectrometry LC-MS <3 52 2018
Mass spectrometry LC-MS = 54 2019

*Hastanin normal yatmadan once (20:25— 24:00 saat). RTA; radioimmunoassay, EIA; enzim immiino analizi, ELISA; enzime

bagli immiinosorban analizi, ECLIA; elektrokemiliiminesans immiinoanaliz, LC-MS; sivi kromatografi-kiitle spektrometresi.

2.2.7. Metot Validasyonu

ISO 9000°e gore validasyon; objektif kanitlara dayanarak, belirli bir kullanim veya uygulama
icin sartlarin yerine getirildiginin teyidi olarak tanimlanmaktadir [64]. Diinya Saglik
Orgiitii'ne gore validasyon ise; siirec, sistem, ekipman veya yontemin beklendigi gibi
calistigin1 kanitlama eylemi olarak tanimlar. Buna gore “klinik laboratuvarlar i¢in belirli bir
standardin gelistirilmesi ve uygulanmast; laboratuvarlarin tiim kalite yonetimi sistemine deger
katar ve ayrica hasta giivenligini artirir.” seklinde belirtilmektedir [65]. Dogrusallik, dl¢iim
araligl, dogruluk, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, Ol¢im sinir1, analitik Ol¢iim limitleri,
numune stabilite ¢calismalar1 ve matriks etkisi bir yontemin analitik performansini belirleyen
temel karakteristiklerdir. Bu karakteristiklerin degerlendirilmesi veya ydntemin analitik
performansinin belirlenmesi i¢in deneysel ¢aligmalarin yapilmasi gerekir [66].

Analitik bir prosediiriin performansini etkileyen hatalar, 6zellikle klinik laboratuvarlarda, tani,
izleme ve tedavi siirecinde yanlislhiga yol agmayacak diizeyde olmasi ayni zamanda tibben

kabul edilen hata (EA) diizeyini asmamas1 gerekir [67]. Analitik bir prosediiriin performansini
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etkileyen hatalar rasgele (Random Error) veya sistematik hatalar (Systematic error, SE)
olabilir. Rasgele hatayr olusturan bilesenler; deney i¢i, deneyler-arasi, giinler-arasi
degiskenlerdir ve rasgele hata ile iligkili tiim degiskenler sistemin tekrarlanabilirligini ve
kesinligini etkiler. Sistematik hata ise analiz sonuglarmin siirekli diisilk yada yiiksek
seyretmesini ifade eder. Ornek konsantrasyonu ile baglantili olmadan sabit olarak 6l¢iim
sonucunu etkiliyorsa sabit sistematik hata, O0l¢lim sonucunu orantisal etkiliyorsa oransal
sistemetik hata olarak adlandirilir [66]. Yontem gelistirme ¢alismalar1 kapsaminda yonteme
etki eden hata miktarlarinin saptanmasi elde edilen sonuclarin kabul edilebilir hata agisindan
degerlendirilmesi yontemin performansi hakkinda bilgi verir. Analitik hata tipleri ve bu

hatalarin belirlenmesi i¢in yapilacak deneyler Tablo 5.” da gosterilmistir.

Tablo 5. Analitik hata tipleri ve bu hatalarin belirlenmesi i¢in yapilacak deneyler

Degerlendirme deneyi
Analitik hata tiirleri

On Deneyler Son Deneyler
Rasgele hata Calisma-ici tekrarlanabilirlik Calismalar-arasi tekrarlanabilirlik
Sabit hata Etkilesim

Yontemlerin karsilastirilmasi
Oransal hata Geri kazanim

2.2.7.1. Dogrusallik (Linearite) ve Ol¢iim Arahg:

Dogrusallik (Linearite): Bilinen analit konsantrasyonlarina karsilik elde edilen sonuglarin
dogrusal degisimini ifade eder. Dogrusalligin sonlandigi nokta “sapma noktasi” olarak
tanimlanir. Bir yOntemin dogrusallik smiri, olgiilen orneklerin %95-99’unu 6lgebilecek
aralikta olmalidir [66]. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) EP6-A protokoliine
gore dogrusallik deneyi farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin (bes veya daha
fazla) her diizeyde minimum iki tekrarli ¢alisilip sonuglarin ortalamalarinin (X) alinmasi ile
degerlendirilir. Caligilan her standarda karsilik elde edilen verilerin % uygunlugu hesaplanir.
Uygunluk yiizdesi %95- 100 sinirlarinda ise linearite dogrulanir [68].

Ol¢iim Arahg:: Kalibrasyon egrisinde olgiilen analitin miktar1 (konsantrasyonu) ve dedektor

yanitinin  (response) dogru orantili olarak gériildiigii araliktir. Olgiim aralign metotun
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uygulama araligini belirler ve bu aralik yontemin, 6rnekte herhangi bir diliisyon yapmadan
Olgebildigi konsantrasyon araligidir.

Olgiim araligi dogrusallik parametresi ile iligkilidir. Linearite smirlar1 kalibrasyon egrisi
cizilerek saptanir. Analitik cihazlarin ¢ogunun linear araliginin simirli oldugu bilinmektir. Bu
nedenle, yontem dogrulama sirasinda kalibrasyon egrisinin dogrusallig1 degerlendirilmeli ve
kalibrasyon egrisinin c¢aligma araligi belirlenmelidir. Sonuglar grafiksel olarak verilir.
Grafikten elde edilen regresyon formiilii ve korelasyon katsayist degerlendirilir. Korelasyon
katsayis1 (R) bu amag i¢in yaygin olarak kullanilir ve  R%> 0.995 olan egriler genellikle
dogrusal olarak kabul edilir [69].

2.2.7.2. Dogruluk

Olgiilen analitin, gergek degere olan yakinhigmi ifade eder. ISO 3534-1" e gére beklenen test
sonuglar1 ile kabul edilen referans degeri arasindaki fark bias olarak tanimlanir. Sistematik
hata ve rastgele hatalarin toplami, toplam hatayi olusturur. CLSI 62-A kilavuzuna gore [70];
gercek deger cesitli sekillerde elde edilebilir. Bu konudaki birinci yaklasim, referans bir
yontemin sonuglartyla 6rnek sonuclarinin  karsilastirilmasidir.  Ikinci  yaklasgim ise,
konsantrasyonu bilinen bir numuneyi (6rnegin sertifikali bir referans materyali) analiz ederek,

Olciilen deger ile gercek degeri karsilastirarak degerlendirilebilir.

2.2.7.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

CLSI EP17-A2 kilavuzuna gore analitik 6l¢tim limitleri, 6l¢iim araliginin alt ug bolgesindeki
Olctim dogrulugunu karakterize etmek i¢in kullanilabilen bir dizi performans o6zelligini
gosterir. Bu performans 6zellikleri bos sinir1 (Limit of Blank-LOB), Tespit Limiti (Limit of
Detection-LOD), Ol¢iim Limiti (Limit of Quantification-LOQ) dir [71].

2.2.7.3.1. LOB
Iginde 6rnek bulunmayan (blank) numune igin Slgiilebilen en yiiksek sonugtur. LOB, ISO
11843-1)’e gore "net durum degiskeninin kritik degeri" olarak da tanimlanir [72].

2.2.7.3.2.LOD

ISO 11843-1’e gore; “alt algilama limiti”, “minimum saptanabilir deger” ve “algilama limiti”
olarak da adlandirilir [72]. Ornekte Slciilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en
diisiik miktardir. Analizi yapilan maddenin en diisiik konsantrasyonunu saptama ve sifirdan

ayirabilme olarak da tanimlanir [66]. Kromatografik yontemlerde alt deteksiyon limitlerinin
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belirlenmesinde sinyal/giirtiltii oranlar1 esas alinir. Buna gore sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu

konsantrasyon degeri LOD olarak segilir [79].

2.2.7.3.3. LOQ
Kabul edilebilir dogrulukla kantitatif olarak ol¢iilen en diistik analit miktaridir. Sinyal/giirtiltii

oraninin 10 oldugu konsantrasyon degeri LOQ olarak secilir [73].

2.2.7.4. Kesinlik (Precision, Tekrarlanabilirlik)

CLSI-EP05-A2 protokoliine gore, belirli kosullar altinda ayni1 veya benzer numunelerden
elde edilen bagimsiz test/dl¢iim sonuglarmin birbirine olan yakinhigidir [74]. Olgiimiin
kesinligi genellikle belirtilen Ol¢lim kosullar1 altinda standart sapma (SD), varyans veya
varyasyon katsayisi (%CV) gibi kesin olmayan olgiimlerle sayisal olarak ifade edilir [75].
Elde edilen sonuclarin dagilimi ne kadar dar bir aralikta ise yontem o kadar kesindir. Caligma
kosullarini etkileyen zaman, kalibrasyon, operator ve ekipman olmak tizere dort unsur vardir.
Calisma kosullarinda "¢alisma arasi", "giin i¢i", "giin aras1", "cihaz i¢i" ve "laboratuvar ici"

olarak adlandirilan ve genellikle kesinlik tahminlerini etkileyen unsurlarda degisim

yapildiginda siire¢ degerlendirilmelidir [66].

2.2.7.5. Geri Kazanim

CLSI EP15-A2 kilavuzuna gore geri kazanim; bir yontemin, konsantrasyonu bilinen ve belli
miktarda eklenen referans materyali dogru olarak 6lgme yetenegidir [76]. Ornek havuzunda
analizi yapilacak maddenin diizeyi 6l¢iiliir ve bilinen miktarda analit 6rnege eklenerek analiz

tekrarlanir. Elde edilen ¢alisma sonrasinda % R geri kazanim formdiilii ile hesaplama yapilir
[66].

2.2.7.6. Referans Aralik Dogrulama

CLSI EP 28-A3C 2’ ye [77] gore gegerliligi kabul edilen yontemin referans araligi baz
alinarak yeni yontemle karsilastirmak amaciyla 20 saglikli birey numunesi analiz edilir.
Onemli olan bir laboratuvarin referans araliginin kendi popiilasyonu ve metodolojisine

uygulanabilirligini makul bir sekilde dogrulayabilmesidir [77].

2.2.7.7. Tasima (Carryover)
Olgiim sistemi tarafindan bir &rnek reaksiyonundan, sonraki reaksiyonlara tasman analit

miktarina bagli etkilenmis sonuglar olarak tanimlanir [78]. Food and Drug Administration
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(FDA)’nin son yayinladigi kilavuza gore; tasimayr degerlendirmek i¢in yiiksek
konsantrasyonlu bir numuneden hemen sonra bir veya daha fazla bos numunenin enjekte

edilmesi gerektigi belirtilir [79].

2.2.7.8. Numune Stabilite Calismasi

Laboratuvar ¢alismalarinda 6rnekleme ortami tizerinde analit stabilitesinin belirlenmesi 6n
deney olmalidir. Numunelerin tekrar analiz edilmesi gerektiginde Ornek biitiinliigiiniin
korunmus olmasi ¢ok Onemlidir. Stabilite ¢alismasinda ¢alisilan 6rneklerin % 95’inin

sonuglarmin galisilan ilk 6rnek sonucuna gore en fazla % 25 farkli olmasi beklenir [80].

2.2.7.9. Matriks Etkisi

LC-MS tarafindan test edilecek olan biyolojik numunenin matriks bilesenleri genellikle tuzlari,
lipitleri, proteinleri, peptidleri ve organik kiiglik molekiilleri igerir. Herhangi bir matriks
bileseninin, kiitle spektrometrik yontemde analitin iyonizasyon verimliligini etkileyebilecegi
veya bunu arttirabilecegi bilinmektedir. Bu molekiiller endojen olarak bulunurken, son
zamanlarda ekzojen bilesiklerin de sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Bunlar arasinda plastik
toplama tiiplerinden polimerler, antikoagiilanlar ve plazma/serum ayirici tiiplerde kullanilan
jeller yer alir [81]. Interfere eden matriks bilesenlerinin ¢ogu numune hazirlama ve
kromatografik ayirma sirasinda ayrilabilir. Genel olarak, matriks etkisini yontem i¢in gereken

toplam izin verilen hata (TEa) sinirlar1 baglaminda degerlendirilmelidir [67].

2.2.7.10. Metot Karsilastirma Calismasi

Laboratuvarlarin amaci; tibbi karar almaya yardimci olmak ve optimal saglik hizmetlerini
tesvik etmek icin yararl bilgiler saglamaktir. Ornekler, test edilen yontem ile kesinligi-
dogrulugu kamtlanmis bir yoéntem ile calisilir ve elde edilen sonuglar karsilastirilir [66]. ki
metot arasinda esdeger sonuclar elde etmek, ortak standartlara ve izlenilebilirlige baghdir.
Birbirine yakin sonuclar bulmak igin testler ve kitler yliksek dereceden referanslarla
izlenebilir olmalidir. izlenilebilir olmasi icin baz1 Kkarsilastirmalar gerekmektedir, bu
karsilagtirmalarin ayni veya hatta benzer protokollere dayandirilmasi gerekmez. ISO 175111
ve ISO 181532' de belirlendigi gibi, sertifikali bir referans materyali, bir referans 6l¢iim
prosediirii veya bir referans laboratuvar da olabilir. Yontemin dogrulugunu degerlendirmek
icin en az 40 numune ¢alisilmas1 Onerilmektedir. Numuneler popiilasyondaki tiim analitik

Ol¢tim araligini kapsamalidir [73].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmanin tiirli kesitseldir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma Subat 2018 ve Eyliil 2019 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve
Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dal1 tarafindan gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismaya Subat 2018 ve Mart 2019 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Tip
Fakiiltesi Endokrinoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne gelen ve hiperkortizolemi durumunun
ekarte edilmesi gereken klinik bulgulara sahip kisiler (n=121) dahil edildi. Etik Kurul onaymi
takiben kisiler ¢aligma hakkinda bilgilendirildi ve kabul ettiklerine dair onam formu alindi
(EK-2). Kisilerin demografik verileri (yas, cinsiyet, kilo, boy, viicut kitle indeksi (VKI),
sigara kullanimi) kayit edildi. Calismaya dahil edilen kisilerden alinan vendz kan
orneklerinde, rutin kontrol igin DEU Merkez Laboratuvari’nda 1 mg deksametazon dncesi ve
sonrast serum kortizolii, 1mg DST, dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), ACTH, total
kolesterol, LDL, HDL, trigliserit, HbAlc diizeyleri olgiildii. Alinan kan 6rneklerinde rutin
Olctimler disinda herhangi bagka bir dl¢iim yapilmadi. Kisilerden rutin kan testlerine ilave
olarak tiikiiriik kortizolii 6l¢iimil i¢in giinde ii¢ kez 08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde tiikiiriik
ornekleri alindi. Tiikiiriik kortizoliiniin LC-MS/MS ve ELISA yontemleri ile dlgiilmesi DEU
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. Calisma
grubunun orneklemi tamamlandiginda, rutin laboratuvar testleri sonuglarina gore katilimcilar
agikar hiperkortizolemi (Cushing Sendromu-CS) (n=20), subklinik hiperkortizolemi
(Subklinik Cushing Sendromu-SCS) (n=52) ve fonksiyonel olmayan adenom (NFA) (n=49)
olarak ii¢ gruba ayrildi. Olgiim sonuglarina gore hiperkortizolemisi olmayan NFA grubu
kisiler ¢alismanin kontrol grubunu olusturdu. Literatiirdeki benzer yayinlar baz alinarak
yapilan G Power gii¢ analizi sonucunda saglikli bireyler ve CS’li bireyler arasinda kortizol
diizeyi farkin1 %80 giic ile belirleyebilmek i¢in minimum toplam 32 bireylik (16 CS ve 16
saglikll) 6rneklemin yeterli oldugu tespit edilmistir.

- Dahil Etme ve Dislama Kriterleri

Calismaya hiperkortizolemi durumunun ekarte edilmesi gereken klinik bulgulara sahip 18 yas
tistli kisiler dahil edildi. Bu klinik bulgular; rastlantisal adrenal kitle saptanmasi veya viseral
obezite, proksimal kas gii¢siizliigli, yeni ortaya ¢ikan strialar, kontrolsiiz hipertansiyon ve

diyabet, boyun bdlgesindeki yag yastikgiklarinda hipertrofidir. Aktif malignite, aktif
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enflamatuar veya enfeksiydz siireg, HHA ile etkilesen ila¢ kullanimi olan hastalar ise
caligmadan dislandi. Ayrica kan veya yutulan bilesikler tarafindan tiikiiriik kontaminasyonu
riskini en aza indirmek i¢in, tiikiiriik 6rneklemesi esnasinda agiz {ilseri, diger oral lezyonu

olan hastalar ¢caligmaya dahil edilmedi.

3.4. Arastirmanin Calisma Materyali

Tiikiirik kotizolii 6l¢imii igin hastalardan 1 mL’lik tiikiirik 6rnegi Salivette®-Sarstedt
tiikiiriik toplama kabina toplandi. Tiikiiriik toplama iglemi tliplerin kullanim talimatina uygun
sekilde gerceklestirildi (72) (Sekil 7)(EK-3). Hastalara, 6rnek alinnmindan ii¢ saat 6ncesine
kadar yemekten kaginilmasi ayn1 zamanda dislerini fircalamamasi gerektigi aktarildi. Alinan
tikkiiriik 6rnekleri porsiyonlanarak -80 °C’de analiz zamanina kadar saklandi. Rutin biyokimya

analizleri i¢in ise 5 mL diiz kan 6rnegi alind.

1. Salivette kapag: agilir 5. Kapak kapatilir

2. Igindeki pamuk gikartilir o 6. 1000 g’ de 2 dakika santrifiij edilir

3. Agiza alinarak "60 saniye boyunca ¢ignenir 7. Santrifiij sonrasi ¢okelti dipte toplanir
4. Pamuk tekrar tiipe konulur 8. Dipteki tiikiiriik toplanir.

Sekil 7. Tiikiiriik 6rnekleri toplama protokoli [82]

3.5. Aragtirmanin Degiskenleri
Arastirmadaki bagimli degiskenler; Tiikiriik kortizol seviyeleri
Arastirmadaki bagimsiz degiskenler; Hasta ve kontrol grubunu olusturacak kisilerin cinsiyeti,

yast, CS, SCS veya hiperkortizolemi durumu, sigara kullanimi, VKI.
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3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Kullanilan Cihaz, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlar Tablo 6.’de, ¢alismada kullanilan cihazlar Tablo 7.’de

ise kimyasal malzemeler gosterilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model Kullanim Amaci
e HPLC sistemi Shimadzu e Shimadzu LC-20AD
e Pompa sistemi e LC-20AD
e Oto-6rnekleyici e SIL-20ACHT Tiikiiriik kortizolii dl¢timii
e Degasser linitesi e DGU-20A3
e Kolon firin e CTO-10AS
Wermtormm <ty Spelaimpmnsine AB Sciex 4000QTRAP Tiikiiriik kortizolii dl¢iimii
(MS/MS)
Mikroplate okuyucu Biotek Snergy HT ELISA plate okuma
Hassas terazi Precisa, XB220A Kimyasal tartimi
Derin dondurucu -80 °C ;Fggrmo Scigirc, Folls Orneklerin saklanmasi
Derin dondurucu -20 °C Ugur SEIA! TELABTS Bl
saklanmasi
Buzdolabi +4 °C Upur Sarf malzemelerin
saklanmasi
il ezl dn L VorTemp 56 Plate inkiibasyonu
Labnet
Ultrasonik yikama cihazi Transsonic 660 Ultrasonik temizleme
Numune karistirici Vibramax 100 Numunelerin karistirilmasi
Sogutmal1 Santrifiij NF800R Orneklerin ¢oktiiriilmesi
Manyetik Karistirict WiseMix vm-10 Soliisyonlarin karistirilmasi
o Analiz Oncesi, sonrasi
100 pL otomatik pipet Eppendorf hazirliklar
o Analiz Oncesi, sonrasi
200 pL otomatik pipet Eppendorf hazurliklar
o Analiz Oncesi, sonrasi
1000 pL otomatik pipet Eppendorf hazirliklar
Multi pipet Eppendorf ELISA plate pipetleme
SpeedVac \/gkum Thermo, Savant 1SS110 Or_nekle_rln konsantre
Konsantratorii edilmesi
Mikrosantrifiij Eppendorf mini spin Uings izt ol Slimes,
karistirilmasi
Vakum Manifoldu Waters U.S.A SPE lslem.l . .
gergeklestirilmesi
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Tablo 7. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Markasi-Katalog

Kimyasal/Malzeme adi Numarasi-Uretici Firma Kullanim Amaci
Filtreli tip, 3 kDa Pall, Nanosep Kiitle spektrometrik analiz
Asetonitril LC grade Merck, 1.00030.2500 Kiitle spektrometrik analiz
Metanol LC grade Sigma, 384885 Kiitle spektrometrik analiz
Etil Asetat Erba Pharm/ 341503 Kiitle spektrometrik analiz
2 Propanol Emsure/1.09634.2500 Kiitle spektrometrik analiz
Kortizol Standard1 Sigma C106 Kiitle spektrometrik analiz
D4.Kortizol Standard1 Cerillant C113 Kiitle spektrometrik analiz
Estriol Sigma e 1253 Numune ekstraksiyonu
é"glEl):aZ DLy T s Strata- X 33um Numune ekstraksiyonu

Restek Ultra I[I® Aromax . . .
Analitik kolon kolon (100%3.2 mm, 3 pum) 8t Sl sl Seinlis
Guard kolon Sg I#]rr?]n EODS:3, 3, d.5% Kiitle spektrometrik analiz

selisli UL TSPl (00 | o pen =11 515641 500 Tiikiiriik numunesi toplama

15 ml ve 50 mL falkon tiipler Isolab, Corning Genel kullanim
AISHHOIISEI UL Jet Biofil, Sarstedt Genel kullanim
pipetler

Cortisol Saliva ELISA Kiti Biovendor , RCDO05R ELISA 6lciimleri
100 - 200 - 1000 pL pipetucu | , yajiana Spa/ L151143 Genel kullanim
Mikrosantrifij Tiipli 2.0 mL, Eppendorf Genel kullanim

1.5 mL

3.6.2.Tiikiiriik Kortizolii Diizeylerinin LC-MS/MS ile Ol¢iimii

3.6.2.1. LC-MS/MS Ol¢iim Prensibi

Tiikiiriik kortizol diizeylerinin kantitatif 6l¢timii LC-MS/MS (Shimadzu, Kyoto, Japan-4000
QTRAP, AB SCIEX, ABD) ile ger¢eklestirildi. Veri analizi i¢in Analyst Software Version
1.5 kullanildi. LC-MS/MS sisteminde ilk adim, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine yakin
bilesenlerden olusan biyolojik karisimlarin sabit faz ile hareketli faz arasindaki
ayrimlanmasini saglayan sivi kromatografi (LC) dir. Karisimdaki bilesikler kolon igerisinde
farkli hizlarda hareket ederek kromatografik olarak alikonma zamanlarma (RT) gore

birbirlerinden ayrilirlar. Alikonma zamani her bir bilesik i¢in farklidir. Kiitle spektrometresi
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(MS), iyonize edilen analitlerin elektromanyetik bir alan igerisinde sivi fazdan gaz fazina
gegirilerek analitlere 6zgii bir kiitle-yiik oranini (m/z) 6lg¢en analitik bir tekniktir (Sekil 8). Bu
yontem sisteme giren bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir [83]. Iyonizasyon
mekanizmalar1 belirgin sekilde degisse de, tim kiitle spektrometreleri molekiillere iyon
yiikler. Iyonizasyon isleminin verimliligi bir molekiil iizerine yerlestirilen yiik tipi,
iyonizasyon yontemine bagli olarak degisir [83]. Calismamizda “atmospheric pressure
chemical ionization (APCI)” iyonizasyon tiirii kullanildi. APCI, kiiciik, 1siya dayanikli
molekiillerin analizi i¢in 6nemli bir tekniktir [83]. Kiitle analizoriindeki elektriksel alan
istenilen analitin m/z degerine gdre gecisine izin veren bir filtre gorevi goriir. Iki kiitle
analizoriinlin ard arda geldigi sisteme sirali kiitle spektrometresi (Tandem MS) adi verilir
[83].

Triple quadrupole ion trap, tandem MS 6zelligindeki hibrid bir kiitle analizoriidiir. Ardisik {ig
quadropolden olusan triple quadropol kiitle analizérlerinde (QQQ) ana iyonlarin
filtrelenmesinin gergeklestirildigi Q1, secilen ana iyonun Q2 kismina iletilerek collision gaz
adi1 verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile (inert N2 gazi) pargalandigi Q2 kismi ve olusan
rtin iyonlarm Q3’e geldiklerinde belirlenen m/z degerlerine gore ayrildiklari kisimlardan
olusur. Daha sonra dedektor yardimiyla kalitatif ya da kantitatif olarak degerlendirme yapilir
[83]. Bu yontemde ayrica kantitasyonun giivenirliligini arttirmak amaciyla ¢alismanin baginda
her bir 6rnege belirli konsantrasyondaki stabil izotoplarla isaretlenmis internal standart (IS)
eklenmesiyle MS oOncesi (ekstraksiyon, HPLC enjeksiyonu vb.) ve MS kosullarinda
(iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler normalize edilmis olur. Internal standartlar 13C,
N veya ?H (déteryum) ile isaretlenebilir. Stabil izotop isaretli IS’lerin kimyasal &zelligi,
kromatografik ayrimlanma 6zellikleri, iyonizasyon etkinligi ve fragment iyon dagilimi hedef
analit ile aymdir. IS’m hedef analitten tek farki *2C yerine *C’iin, N yerine *®N’in ve H
atomu yerine 2H atomunun gecmesi nedeniyle daha yiiksek molekiiler kiitleye sahip

olmasidir.
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Sekil 8. LC-MS/MS tekniginin semasi [84]

3.6.2.2. LC-MS/MS Kosullari

3.6.2.2.1.LC-MS/MS Kosullar1 Optimizasyon Calismalari

Tiikiirtik 6rneklerinde LC-MS/MS kortizol dl¢limlerinin gergeklestirilmesi amaciyla 6ncelikli

olarak kortizol standardi ve IS (D4-Kortizol) kullanilarak yontem optimizasyonu ¢aligmalari

tamamlanda.

Kullanilan standartlar:

e Kortizol (1 mg/mL metanolde-Sigma C106): Ana stoktan metanol ile 1/10 diliisyon
yapilarak 100 ug/mL (ppm) konsantrasyonunda ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

e D4-Kortizol (100 pg/mL metanolde-Cerillant C113): Optimizasyon c¢aligmalart i¢in ana
stoktan calisamalar i¢in gereken diltisyonlar yapildi.

Tandem Kiitle Spektrometre Kosullar:

Optimizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda kortizol ve D4-kortizol icin bilesik ve iyonizasyon

kaynagt bagimli parametreler, izlenecek ana iyon/iiriin iyon ikilileri belirlendi. Kiitle

spektrometresinde analite 6zgii parametreler, standartlarin infiizyon pompasindan iyon

kaynagina gonderilmesi ile optimize edildi ve MS/MS yontemi olusturuldu.

Kullanilan tandem kiitle spektrometresinin (4000 QTRAP) 6zellikleri:

-Iyonizasyon kaynag1: Turbo V

-Iyonizasyon tiirii: APCI
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-Iyonizasyon modu: Coklu reaksiyon izleme (MRM)-pozitif iyon modu

-Software: Analyst 1.5

Infiizyon igin her bir standart ve IS igin hazirlanan 100 pg/mL’lik ¢dzeltiler metanol ile 1/20
oraninda seyreltilerek son konsantrasyon 5 pg/mL olarak hazirlandi. Her biri ayr1 ayri
siringaya cekilen 5 pug/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltiler, infiizyon pompasi akis hizi (10
uL/dk) ve HPLC sakis hiz1 (500 uL/dk) da hesaba katilarak son konsantrasyonlart 100 pg/L
olacak sekilde inflizyon pompasina verildi. Mobil faz olarak 10 mmol/L formik asit i¢eren
asetonitril kullanildi.

HPLC kosullar:

Tiikiirtik 6rneginden kortizol ekstraksiyonu ve LC-MS/MS’de 6l¢iimii yapilacak bilesiklerin
(kortizol ve IS) alikonma zamanlarinin belirlenmesi ve pik sekillerinin hangi mobil faz ve akis
programinda uygun sekilde elde edilebilecegini analiz etmek igin farkli metot deneme
caligmalar1 gergeklestirildi. Bu galismalar igin; 100 pg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri
olan standart ve IS 6rnekleri metanol:su (1:1) ile 1/250 oraninda diliie edildi. 400 pg/L olarak
hazirlanan her bir ¢ozeltiden 25’er pul gekilerek son konsantrasyon 100 pg/L olacak sekilde
100 pL hazirlanarak HPLC vialine aktarildi ve analizi gergeklestirildi. Yapilan optimizasyon

caligmalar1 sonucunda elde edilen ¢alisma kosullar1 Tablo 8.’de verilmistir.

Tablo 8. HPLC ¢alisma kosullar1

Cihaz: Shimadzu LC-20AD Kolon firin sicakhg: 45°C

Analitik kolon: Restek Ultra 1I® Aromax | Program: [zokratik
kolon (100%3.2 mm, 3 um)

Guard kolon:  Cartridge Guard Column E | Minimum-maksimum 0-400 bar

ODS-3 3, 1.5x 10 mm basing:

Mobil fazlar: Mobil Faz A: %95 metanol | Toplam analiz siiresi: 6.1 dk
Mobil Faz B: 10 mmol/L | Enjeksiyon hacmi: 30 uL
formikasit igeren asetonitril

Akis hizi: 0.5 mL/dk

Alhkonma *Kortizol: 1.85 dk

zamani (RT): *D4-kortizol: 1.84 dk
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Kortizol ekstraksiyon prosediirii [85]:

= Tikiirtik kortizolii 6l¢iimii 6rnek ekstraksiyonu i¢in 2 mL mikrosantrifiij tilipii igerisine
200 pL tiikirik (ya da standartlar), 100 uL IS (10 ug/L D4-kortizol) ve 800 pL distile
su eklendi. Karisim karistiricida 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan
2500 rpm’de iki dakika santrifiij edildi.

=  Vakum konsantratoriine kati-faz ekstraksiyon kartuslar1 (SPE kartuslar1) yerlestirildi.
Kartuglar diisiik vakum altinda 500 pL metanol ve daha sonra 500 uL distile su
pipetlenerek yikandi.

» Dengelenmis SPE kartusu iizerine 1100 pL 6rnek karigimi eklendi. Diisiik vakum
altinda 6rnek karisimi kartustan gegirildi.

= Sonrasinda kartus tizerine 1 mL distile su ve ardindan 1 mL %30 metanol- distile su
karisimi pipetlenerek yikama yapildi. En yiiksek seviye vakum altinda kartus 15 dk
boyunca kurutuldu.

= 2x500 pL % 15 izopropanol igeren etil asetat soliisyonu ile analitin kartustan eliisyonu
saglandi. Ornekler speedvac’de vakum altinda kurutuldu. Kurutulan érneklerin analizi
100 pL 10 mg/L estriol igeren metanol-su (1:3) igerisinde ¢ozdiiriiliip HPLC viallerine
aktarildiktan sonra gerceklestirildi.

= 0.01, 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 pg/L konsantrasyonlarinda kortizol standartlar1 kullanilarak
cizilen standart grafikten yararlanilarak tiikiiriik orneklerindeki kortizol diizeylerinin

pug/L cinsinden kantitatif 6l¢iimi gerceklestirildi.

3.6.2.3. METOT VALIDASYONU CALISMALARI

3.6.2.3.1. Dogruluk

Dogruluk c¢alismasi CLSI EP15A2 [76] kilavuzuna gore gergeklestirildi. Dogruluk
caligmalar1 kapsaminda 0.1, 5 ve 100 pg/L konsantrasyonunda hazirlanan kortizol standartlar
10’ar kez c¢alisildi. Ayrica konsantrasyonu bilinen standart referans materyali (National
Institute of Standard and Technology NIST-CRM 971 female and male) 6rnekleri de birer kez
calisgildi. Tukiirtk Ornegi igin ticari olarak satilan sertifikali referans materyal
bulunamadigindan NIST-CRM 971 serum ornekleri ile calisildi. Elde edilen verilerle %
Dogruluk hesab1 (gercek deger/dlgiilen deger x100) yapildi.
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3.6.2.3.2. Dogrusallik (Linearite) ve Ol¢iim Arahig Cahsmalar

Dogrusallik Calismasi: Dogrusallik ¢alismas1 CLSI EP6-A [68] protokoliine uygun sekilde
gergeklestirildi. Bu protokol dogrultusunda; 1 mg/mL ana stok kortizol standardindan 1000
ug/L konsantrasyonda ara stok hazirlanip 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 200 pg/L’lik konsantrasyonlar
elde edilecek sekilde 1:1 methanol-su kullanilarak seri diliisyonlar yapildi elde edilen

standartlar {i¢ tekrarli olarak calisildi.

Ol¢iim Arahg Calismasi: Kalibrasyon grafigi 0.01, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 pg/L’lik standartlar
kullanilarak her biri ii¢ giin ve giinde {i¢ tekrarli olacak sekilde calisilarak ¢izildi. 1 mg/mL
ana stok olan kortizol standardindan 1000 pg/L konsantrasyonda ara stok hazirlanip 0.01, 0.1,
0.5, 1, 5, 10 ug/L’lik konsantrasyonlar elde edilecek sekilde 1:1 methanol- su kullanilarak seri
diliisyonlar yapildi ve elde edilen standartlar kullanildi.

3.6.2.3.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

CLSI EP17-A2 kilavuzunda belirtilen protokole gore ¢alisildi [71].

3.6.23.3.1. LOB

LOB belirleme ¢alismalari i¢in kullanilmak iizere 200 pL su (blank) 6rnegi ekstrakte edildi.
Ekstrakte edilen 6rnek toplamda 20 defa okutularak kortizol degerleri hesaplandi.

3.6.2.3.3.2. LOD ve LOQ

LOD ve LOQ belirlenmesi igin seri diliisyonlu standart 6rnekleri (0.01, 0.1, 0.5, 1 ng/L)
kullanildi. LOD ve LOQ belirlenmesi igin sinyal/giiriiltii oran1 (S/N) esas alindi. S/N>3
oldugu konsantrasyon LOD, S/N>10 oldugu konsantrasyon ise LOQ olarak belirlendi.

3.6.2.3.4. Giin Ici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

CLSI EP05-A2 [74] protokoliine uyularak gergeklestirilen tekrarlanabilirlik ¢alismasinda
kortizol igin 01, 5, 100 pg/mL’lik standartlarla giin i¢i ¢calisma kapsaminda her standart i¢in
15 olgiim, giinler arasi ¢alisma i¢in her standart {i¢ giin boyunca her giin ii¢ tekrar olacak

sekilde ol¢iim gergeklestirildi. Kesinlik, varyasyon katsayisi (% CV) olarak ifade edildi.

3.6.2.3.5. Geri Kazamim Calismasi
Geri kazanim ¢alismalar1 CLSI 62-A [70] ve C 50-A [83] kilavuzlari referans alinarak SPE
Oncesi ve sonrasi i¢in degerlendirilecek sekilde gerceklestirildi. Hastalara ait normal diizeyde

bulunan bes adet tiikiiriik 6rneginden olusturulan tiikiiriikk havuzu calismalar i¢in kullanildu.
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Ornek havuzunda kortizol diizeyi ol¢iildii ve tiikiiriik havuzuna diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda (0.5, 5, 50 pg/L) standartlar eklenerek analiz tekrarlandi. Beklenen ve
dlciilen degerler arasindaki orandan geri kazanim yiizdeleri (% R) hesaplandi. Olgiimler iiger

kez tekrarlanarak ortalama degerleri belirlendi.

3.6.2.3.6. Referans Aralik Dogrulama Calismasi

EP28-A3c [86] kilavuzu referans alindi. Bu kilavuza gore en az 20 kontrol ile referans
araligin dogrulanmasi 6nerilmektedir. Buna gore 6rneklerin % 95’inin bu aralik i¢cinde olmasi
kabul kriteridir. Referans araligi dogrulama amaciyla hiperkortizolemisi olmayan NFA grubu

orneklerinin analizi gergeklestirilerek sonuglar degerlendirildi.

3.6.2.3.7. Tasima (Carryover) Calismasi

FDA’nin [79] son yayinladigi kilavuz tasimayi degerlendirmek igin yiiksek konsantrasyonlu
bir numuneden hemen sonra bir veya daha fazla bos numunenin enjekte edilmesi gerektigini
belirtir. Yiiksek konsantrasyon olarak 100 pg/mL standart okutuldu, diisiik konsantrasyon

olarak ise blank (mobil faz) okutuldu bu islem ard arda 10 kez tekrarland.

3.6.2.3.8. Numune Stabilite Calismasi

Numune stabilitesini belirlemek amaciyla kortizol i¢in diisiik ve yiiksek diizeydeki hasta
numunesi aynt giin igerisinde 6n islemlerden gegirilerek calisildi. Ayrica 15, 30 ve 45.
giinlerde ¢alisilmak iizere porsiyonlanip, donduruldu. Her ¢aligma giinlinde standart 6n

islemler yapilarak analiz gerceklestirildi.

3.6.2.3.9. Dondurma ve Cozmenin Etkisinin Belirlenmesi
Dondurma ve ¢ozme isleminin Kortizol iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda secilen tlikiirik numuneleri 4 kez dondurulup c¢oziildi.

Cozdiiriilen numuneler 6n islemlerden gecirilerek analiz edildi ve 6l¢iim sonuglart incelendi.
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3.6.2.3.10. Matriks Etkisi Calismasi

Matriks etkisi, SPE Oncesi ve sonrasi ig¢in degerlendirilecek sekilde European Medicines
Agency (EMA) kilavuzuna [87] uygun olarak gergeklestirildi. Bu kapsamda alti farkli
bireyden alan tiikiiriik 6rnekleri ve blank 6rnek (neat solution) kullanildi. SPE 6ncesi
matriks etkisini degerlendirmek amaciyla ekstraksiyon dncesi tiim orneklere diisiik, orta ve
yiiksek diizeyi temsil eden ii¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 5 ve 50 pg/L) kortizol standardi
eklendi. SPE sonrasi matriks etkisini degerlendirmek i¢in ise ayni konsantrasyonlarda standart
materyal, ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6rneklere dogrudan eklendi. SPE 6ncesi ve sonrasi
matriks etkisini degerlendirmek amaciyla standart eklenmis 6rnek sonuglar1 endojen kortizol
diizeyleri ile diizeltildi. Matriks faktér (MF), analit ve internal standart i¢in ayr1 ayr1 olacak
sekilde, standart eklenmis tlikiiriik orneklerindeki peak alanlarinin standart eklenmis blank
ornekteki peak alanlariyla karsilagtirilmasiyla hesaplandi. Son olarak, analitlerin matriks
faktorii, IS matriks faktoriine boliinerek IS-normalize matriks faktorler hesaplandi ve sonuglar
IS-normalize matriks faktor olarak ifade edildi. Ayrica, standart eklenmis alt1 farkli tiikiiriik
orneginin IS-normalize matriks faktorlerinin %CV degerleri hesaplandi ve %15’in altindaki

%CYV degerleri kabul edilebilir olarak degerlendirildi.

3.6.2.3.11. Segcicilik (Selectivity)

Secicilik, analitin kompleks bir bilesim iginde dogru olarak belirlenebilmesidir. LC-MS/MS
yontemlerinde seciciligin belirlenmesi i¢in alikonma zamani ve analite ait farkli ana iyon/iiriin
iyon giftleri kullanilir [88]. Bu parametreler farkli kisilerden elde edilen oOrneklerde

dogrulanir.

3.6.2.3.12. Metot Karsilastirma Calismalari

Metot karsilastirma ¢alismalar1 i¢gin CLSI EP09 [89] kilavuzu referans alinmistir. Bu kilavuza
gore en az 40 ornek ile calisilmasi gerekmektedir. Caligma kapsaminda CS, SCS ve NFA
hastalarindan alinan ii¢ farkli saatteki tiikiiriikk kortizolii o6rneklerinin tiimii (n=121) LC-
MS/MS cihazinda 6lgiildii. Bu 6rnekler igerisinden 57’si (CS n=12, SCS n=28, NFA n=17)
yontem calismas1 kapsaminda ELISA yontemi ile es zamanl olarak ¢alisildi. Elde edilen
verilere Passing-Bablok regresyon analizi ve Spearman korelasyon analizleri uygulanarak iki
yontem karsilastirildi. Iki yontemin 6lgiimiiden elde edilen degerler MedCalc analiz programi
kullanilarak degerlendirildi. Metotlar arasindaki uyum Bland-Altman grafikleriyle gosterildi.

Testin hasta ve saglikli kisileri ayirma giicliniin belirlenmesi, testlerin etkinliklerinin

43



kiyaslanmasi, duyarliligit ve oOzgilligli yiiksek esik degerinin belirlenmesi i¢cin ROC

egrisinden yararlanildu.

3.6.2.3.12.1. Tiikiiriik Kortizol Diizeylerinin ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) Yontemi ile Calisiimasi

Tikiirik 6rneklerinde kortizol diizeyinin olgtimii ELISA (BioVendor, Cek Cumbhuriyeti,
Katalog No: RDRCDOO05R) kiti ile gergeklestirildi. ELISA kiti i¢inde bulunan malzemeler ve
hazirlanma sekilleri Tablo 9.’da gésterilmistir.

Test prensibi: Bu 6lglim yontemi, kantitatif bir yarigmali enzim immunoassay teknigidir. Bu
teknikte Kkuyucuklar kortizole kars1 gelistirilmis poliklonal antikorlarla kaplanmistir.
Olgiilecek numune ve enzim etiketli antijen ayn1 anda kuyucuga pipetlenir. Béylece birbirileri
ile kuyucuktaki antikora baglanmak igin yarigmaya girerler [90]. Yikamadan sonra enzime
spesifik substrat eklenir ve elde edilen rengin absorbansi reaksiyon durdurulduktan sonra
okunur. Olusan renk ile konsantrasyon ters orantilidir. Analiz edilen antijen konsantrasyonu
diisiik ise yliksek absorbans elde edilirken, daha biiyiik konsantrasyonlarda diisiik absorbans
elde edilir [91]. Reaksiyon, ortama asit ilavesi ile sonlandirilir ve olusan rengin yogunlugu
450 nm’de olgiiliir. Orneklerdeki kortizol konsantrasyonu ¢izilen standart grafikten
yararlanilarak ng/mL ya da pg/dL olarak hesaplanir.

Kontrol Ornekleri: Her bir ¢alismada 2 farkl1 seviye kontrol 6rnegi calisildi.

Ayn1 zamanda her iki seviye kontrol 6rnekleri kullanilarak giin i¢i ve giinler arast %CV
degerleri hesaplandi. Giin i¢1 % CV degeri yiliksek seviye kontrol Orneginin ayni giin
icerisinde 10 kez calisilmasi ile elde edilen sonuglar lizerinden hesaplandi. Glinler aras1 % CV
degeri her iki kontrol 6rneginin 3 farkli giinde birer kez ¢alisilmasi ile elde edilen sonuglar

{izerinden hesaplandi. Ureticinin 6nerdigi uygulama basamaklar1 asagida verilmistir [92];
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Tablo 9. ELISA kiti i¢inde bulunan malzemeler ve hazirlanma sekilleri [92]

Malzeme Hazirlama

Rabbit Anti Cortisol Antibody Coated Kullanima hazir
Microwell Plate 96' lik well seklinde (12x8)

Cortisol -Horseradish Peroxidase (HRP)
) 1:50 diliie edilir
Conjugate Concentrate

Standartlar (0,1,3,10,30,100 ng/mL) Kullanima hazir
Kontroller Kullanima hazir
Wash Buffer 1:10 diliie edilir
Assay Buffer Kullanima hazir
TMB substrat soliisyonu Kullanima hazir
Stopping Soliisyon Kullanima hazir

Uygulama Basamaklari

Calismadan 6nce tiim standartlar, kontroller ve numuneler oda sicakligina getirildi.

1. HRP kortizol (assay buffer ile 1:50 diliie edildi) ve wash buffer (distile su ile 1:10 diliie
edildi) ¢alisma soliisyonlarini hazirlandi.

2. Standartlar (0,1,3,10,30,100 ng/mL standartlar kullanima hazir) , kontrol ornekleri ve
serum Ornekleri 96’ ik ELISA mikroplak kuyucuklarina 50°ser uL olarak pipetlendi.

3. Bu islemin ardindan her bir kuyucugun icine 100 pL konjugat ¢alisma soliisyonu
konuldu.

4. QOda sicakliginda Plate karistiricida (VorTemp 56) 200 rpm’ de 45 dakika inkiibasyona
birakildi.

5. Her bir kuyucuk 3 kez 300 uL wash buffer (1:10 distile su ile diliie edilmis) ile yikandi,
plate in tist kismin1 Kurutmak i¢in abzorbant kagit yerlestirildi.

6. Her bir kuyucuga 150 pL TMB substrat eklendi.

7. Oda sicaklhigindaki plate karistirici’da 15-20 dakika bekletildi. (standart A koyu mavi
renge ulasana kadar)

8. Herbir kuyucuga 50 uL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi.

9. Mikroplak okuyucu (Biotek Snergy HT) kullanilarak 450 nm’de 6lgiim yapildi. Tim

orneklere ait absorbanslar elde edildi.
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10. Tiikiiriik kortizol konsantrasyonlari hazirlanan logaritmik skalada standart grafigin
denkleminden yararlanilarak hesaplandi.Tiim standartlar ¢ift ¢alisildi. Tiim sonuglar

ng/mL ya da pg/dL olarak hesaplandi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Tez Onerisi hazirlanmasi
Ocak-Haziran 2017

Tez Onerisi sunumu ve kabuli

Etik kurul onay1
Eylil-Mart 2018

Proje onerisinin hazirlanmasi

Subat 2018-Mart 2019 Ornek toplama siireci

Projenin kabul edilmesi
Kasim 2018-Ocak 2019

Malzeme alimlarn

LC-MS/MS 6n ¢alismasi

Ocak-Mart 2019
LC-MS/MS validasyon c¢aligsmalari

Mart-Eyliil 2019 LC-MS/MS ile 6rneklerin analiz edilmesi

ELISA ile 6rneklerin analiz Edilmesi

Istatistiksel analizler

Ocak-Aralik 2020
Tez yazim agsamasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 (SPSS Inc., ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Tiim
Olgtimlerden elde edilen degerler medyan ve en diisiik-en yiiksek deger (min-max) olarak
olarak sunuldu. Her ¢alisma grubundan gelen verilerin normalligi Shapiro-Wilk normallik

testi ile test edildi. Sinirli 6rneklem biiyiikliigiine ve siirekli degiskenlerin normal olmamasina
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dayanarak, bagimsiz gruplara ait veri setleri Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunn'in ¢oklu
karsilastirma testi, bagimli gruplar Friedman testi ile degerlendirildi. Kategorik verileri
incelemek icin Ki-Kare testi kullanildi. p<0.05 anlamli kabul edildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenler arasindaki korelasyonlar1 analiz etmek ig¢in Spearman korelasyon
katsayilar1 kullanildi. Korelasyonun giicii (r), 0,00-0,24 arasinda ise zayif; 0,25-0,49 arasinda
ise orta; 0,50-0,74 arasinda ise gili¢lii ve 0,75-1,00 arasinda ise ¢ok giiglii olarak
degerlendirildi. Yontemler arasi mutlak uyumu arastirmak i¢in Bland Altman grafikleri,
yontemlerin iliskisel uyumunu gostermek i¢in de Passing Bablok analiz ¢oziimlemeleri
yapildi. Testin ayirt etme giiciiniin  belirlenmesinde, testlerin  etkinliklerinin
karsilastirtlmasinda, uygun pozitiflik esiginin belirlenmesinde, ROC analizinden yararlanildi.

Calismamizda ROC analizinde referans yontem olarak 1 mg DST testi secildi.

3.9. Arastirmanin Simirhliklari

LC-MS/MS ile tiikiiriik kortizolii 6l¢limii igin kullanilan SPE ekstraksiyon yontemi yerine
laboratuvarda rutin is akisinda daha rahat uygulanabilecek olan sivi-sivi ekstraksiyon
prosediirii de yontem optimizasyonu ¢alismalar1 kapsaminda denenmistir. Ancak uygulanan
prosediir kapsaminda gerceklesen analiz sonrasinda elde edilen piklerin kalitesinin
kantitasyon yapilamayacak diizeyde kotiilestigi gozlendi. Bu nedenle sivi-sivi ekstraksiyon
metoduna gore daha fazla zaman ve maliyet gerektiren SPE bazli ekstraksiyon metodu
kullanildi.

Ayrica biitge sebebiyle interferans 6l¢limii i¢cin gereken malzemeler tedarik edilemediginden
validasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda interferans ¢alismasi yapilamamustir.

Tiikiiriik toplama sirasinda 6zellikle gece yarisi tiikiiriik toplama saatlerinde, tiikiiriik toplama
isleminin hastanin kendi kontroliinde olmasi sebebiyle saatlere tam uyuldugu diisiiniilerek
caligmalar gerceklestirilmistir. Gece yarisi tiikiiriik kortizolli 6l¢iimii i¢in bu durum smirhilik

olusturmaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 29.03.2018 tarih ve 2018/08-34 karar numarasi ile etik kurul onay1 alindi
(EK-1).
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4. BULGULAR
4.1. LC-MS/MS ile Tiikiiriik Kortizol Diizeyi Ol¢iim Yontemi Optimizasyonu

Tiikiiriik orneklerinde kortizol 6l¢iimlerinin gergeklestirilebilmesi amaciyla 6ncelikli olarak
yontem optimizasyonu caligmalari tamamlandi. Optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda
kortizol ve D4 -kortizol i¢in bilesik ve iyonizasyon kaynagi bagimli parametreler, izlenecek

ana iyon/liriin iyon ¢iftleri belirlendi (Sekil 9,10).
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Sekil 9. Kortizol fragmentasyon spektrumu
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Sekil 10. D4-Kortizol fragmentasyon spektrumu

LC-MS/MS’de kortizol

kantitasyon yOnteminin olusturulmasi

icin  bilesik-bagiml

parametreler ve kaynak-bagimli parametreler asagida belirtilen kosullarda optimize edildi

(Tablo 10, 11).

Tablo 10. Kortizol igin belirlenen bilesik ve kaynak bagimli parametreler

Kortizol m/z: 363.1/121.1

Bilesik - bagimh parametreler

DP 55

EP 13

CE 31

CXP 2

Dwell time 100 ms /transition

Kaynak - bagimh parametreler

Source temp.

Nebulizer current
Curtain gas

lon source gas

300 °C
3

10

35
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Tablo 11. D4-Kortizol i¢in belirlenen bilesik ve kaynak bagimli parametreler

B o
(BN

3

[op}
w
ol

100 ms/transition

Yontem optimizasyon calismalar1 tamamlandiktan sonra standart-1S (kortizol, D4-kortizol)

karigiminin LC-MS/MS analizlerinden elde edilen total iyon kromatogramlarinda kortizol i¢in

belirlenen alikonma zamanlart Sekil 11.’de gortiilmektedir.
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4.2. METOT VALIDASYONU CALISMALARI BULGULARI

4.2.1. Dogruluk Calismasi
Kortizol i¢in yapilan dogruluk ¢alismasi bulgular1 Tablo 12.’de gosterilmistir.

Tablo 12. Kortizol standartlar1 dogruluk verileri

Kortizol Olciilen Konsantrasyon
% Dogruluk
(ng/L) (n=10)
0,1 0,10 98,8
5 511 102,2
100 106,73 106,7

Yapilan Ol¢limler sonrasit % dogruluk, ol¢iillen deger, beklenen degere boliniip 100 ile
carpilarak hesaplandi. ISO15189 kilavuzuna gore dogruluk (recovery) sonuglarinin % 100 +
15 olmasi beklenmektedir [93].

Ayrica konsantrasyonu bilinen serum standart referans materyali (NIST-CRM 971 female and
male) ornekleri de birer kez ¢alisildi. Calisilan 6rneklerin sonuglarinda ‘CRM Erkek’ 6rnegi
beklenen degerler i¢inde bulundu ancak ‘CRM Kadin’ beklenen degerlere yakin bulunmasina
ragmen aralik disindaydi. Bu durumun ekstraksiyon ve ©6l¢iim yOnteminin tiikiiriik

materyaline gore optimize edilmis olmasi kaynakli olabilecegi diisiiniildii (Tablo 13).

Tablo 13. NIST CRM kontrol sonuglari

LC-MS/MS ile NIST CRM 971- LC-MS/MS ile NIST CRM 971-
ol¢iilen deger Female Referans ol¢iilen deger Male Referans
(nmol/L) Arahig (nmol/L) (nmol/L) Arahi@ (nmol/L)
267,55 250.1 +£5.8 297,34 296.8+4.1

4.2.2. Linearite (Dogrusallik) ve Ol¢iim Araligi Cahsmalar:

0.01, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 pug/L’ lik standart konsantrasyonlarinda hazirlanan kalibrasyon
grafiginin regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (RZ) Sekil 12.°de, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100,
200 png/L’lik konsantrasyonlar kullanilarak ¢izilen dogrusallik grafiginin regresyon denklemi

ve R? degeri Sekil 13.’de gosterilmistir.
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Sekil 12. Kortizol kalibrasyon grafigi (Kortizol i¢in r?> = 0,9997, y = 0,0582x-0.0011 olarak
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Sekil 13. Kortizol linearite grafigi (Kortizol i¢in r> = 0,9999, y = 0,0622x + 0,0038 olarak

bulundu.)

52



4.2.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

423.1.LOB

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de blank ile yapilan analiz sonuglarina gore tespit edilen kor okuma
limiti 0.005 pg/L (0.0005 pg/dL) olarak belirlendi.

4.2.3.2. LOD ve LOQ

Kortizol igin LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen LOD 0.01 pg/L (0.001
ng/dL) olarak belirlendi. Tespit limiti Sekil 14.’de gosterilmistir. Kortizol i¢in LC-MS/MS’de
sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen LOQ 0.1 pg/L (0.01 pg/dL) olarak belirlendi. Kortizol
icin LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen kantitasyon limiti Sekil 15.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 15. Kortizol kantitasyon limiti (Sinyal/ Giiriiltii: S/N) grafigi
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4.2.4. Tekrarlanabilirlik calismalari

4.2.4.1. Giin ici tekrarlanabilirlik calismasi

0.1, 5, 100 pg/L konsantrasyonlarindaki kortizol standartlart ayni ¢alisma iginde ard arda
15’er kez calisildi. Elde edilen verilerden standart sapma (SD), varyasyon katsayist (% CV)
degerleri hesaplandi. CLSI 62-A Kilavuzuna gore % CV degerinin <15 olmas1 kabul olma
kriteridir [70] Buna gore yapilan ¢alismalar kabul sinirlari iginde bulundu (Tablo 14).

Tablo 14. 0, 1 pg/L, 5 ug/L, 100 ug/L konsantrasyonlarindaki kortizol standartlarina ait giin

ici tekrarlanabilirlik sonuglart

Konsantrasyon (pg/L) Ol i gf’g:g:(r;[)) i
0,1 0,11 0,01 13,76
5 5,08 0,42 8,27
100 107,55 7,26 6,75

4.2.4.2. Giinler arasi tekrarlanabilirlik calismalari

Kortizol igin diisiik, orta ve yiiksek seviye 0.1, 5, 100 pg/L’lik konsantrasyonlar ii¢ giin
boyunca giinde ii¢ kez olacak sekilde ¢alisild1 ve standart sapma (SD), varyasyon katsayisi (%
CV) degerleri hesaplandi. CLSI 62-A Kilavuzuna gore % CV degerinin < 15 olmasi kabul
olma kriteridir. 0, 1 pg/L, 5 pg/L, 100 pg/L konsantrasyonlar i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik

sonuclar1 Tablo 15.” de gosterilmistir.

SD
%CV = x100 [3 x,-x)?
’ ortalama SD = T

Tablo 15. 0, 1 pg/L, 5 pug/L, 100 pug/L konsantrasyonlar1 giinler arasi tekrarlanabilirlik

sonuglari
Konsantrasyon pg/L Ortalama SD % CV
0,1 0,08 0,01 14,90
5 5 0,12 2,32
100 105,87 2,52 2,38
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4.2.5. Geri Kazanim Calismalar

Kortizol degeri onceden belirlenen tiikiiriik havuzu Orneklerine 0.5, 5, 50 pg/L
konsantrasyonlarindaki standartlardan SPE 6ncesi ve SPE sonrasi ekleme yapilarak beklenen
ve Olclilen degerler arasindaki orandan geri kazanim yiizdeleri hesaplandi. 1SO 15189
kilavuzuna gore geri elde sonuglarinin % 100 £ 15 olmasi beklenmektedir [93]. Buna goére
yapilan geri kazanim c¢aligsmalar1 sonucunda SPE 6ncesi geri kazanim yiizdeleri eklenen 0.5,
5, 50 pg/L konsantrasyonlarindaki standartlar icin sirastyla % 89.7, 100.9, 115.1, SPE sonrasi
icin geri kazanim yiizdeleri ise sirasiyla %84, 134.4, 117.9 olarak bulundu.

4.2.6. Referans Aralik Dogrulama Calismalar:

CLSI’ya gore gecerliligi kabul edilen yontemin referans araligi baz alinarak yeni yoOntemle
karsilasgtirmak amaciyla 20 saglikli birey numunesi analiz edilir. Referans aralik dogrulama
caligmalar1 kapsamina fonksiyonel olmayan adenom bulgusu haricinde dlgiilen diger laboratuvar
verileri agisindan her hangi bir referans aralik disinda bulunan sonucu olmayan NFA grubu
kisilere ait tiikiiriik kortizolii dl¢lim sonuglar1 dahil edildi (n=20). Calisma sonuglar1 “Mayo
Medical Laboratuvar1” LC-MS/MS ile O6lgiilen tiikiirik kortizoli referans araliklar1 ile
karsilagtirildi (SALCT - Clinical: Cortisol, Saliva (mayocliniclabs.com) Erisim tarihi 2020)

(Tablo 16). Buna gore c¢alisilan tiim sonuglar referans araliginin iginde bulundu. Uyumsuzluk

orani %0 olarak tespit edildi.

Mayo Medical Laboratuvar: Referans Araliklar: [94];
Sabah 07:00- 09:00 aras1 : 0.1- 0.75 pg/dL

Oglen 15:00- 17:00 arasi : < 0.401 pg/dL

Aksam 23:00- sonras1: < 0.1 pg/dL
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Tablo 16. Referans aralik dogrulama sonuglari

Sabah f)gleden sonra | Gece yarisi
08.00 pg/dL 16.00 pg/dL 24.00 pg/dL
0,05 0,01 0,05
0,14 0,03 0,01
0,13 0,08 0,02
0,08 0,05 0,01
0,32 0,05 0,01
0,28 0,08 0,01
0,09 0,04 0,02
0,01 0,07 0,04
0,26 0,05 0,01
0,21 0,05 0,02
0,19 0,05 0,04
0,08 0,06 0,02
0,02 0,07 0,01
0,19 0,24 0,01
0,31 0,06 0,01
0,07 0,03 0,01
0,29 0,06 0,04
0,19 0,03 0,05
0,05 0,02 0,01
0,09 0,02 0,01

4.2.7. Numune stabilite ¢calismasi
Diistik ve yiiksek seviyede iki farkli numunenin ilk giin 6l¢iimii ardindan 15., 30. ve 45.
giinlerde de 6l¢iimii gergeklestirildi. Sonuglarin % Bias hesaplamasi yapildi. % Bias bir
analitin Glgiilen diizeyinin gercek degere olan yakinligini ifade eder. Hata (bias) ise iki deger

arasindaki farki gostermektedir [95].

Olgiilen deger - Hedef Deger
% Bias = x 100
Hedef Deger
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Tablo 17. Tiukiiriik kortizol numune stabilite ¢alismasi sonuglar1 ve hesaplanan % biaslar

Ornek Ik Calisma 15.giin 30.giin 45.giin

} (0. giin) (ug/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/dL)

1.0mnek Sonuglar: 0.344 0.326 0.315 0.313
(ng/dL)

1.0rnek % Bias %5.23 9%8.43 9%9.01

2.0mek Sonuglar 0.751 0.736 0.730 0.740
(ng/dL)

2.Ornek % Bias %1.99 %2.79 %1.46

Yapilan numune stabilite ¢alismalarinda tiikiiriik orneklerinin stabil bir sekilde 45 giin

boyunca birbirine yakin sonuglar verdigi goriildii.Yapilan tekrar sonuglari ve

sonuclar1 Tablo 17.de gdsterilmistir.

4.2.8. Dondurma ve ¢6zmenin etkisinin belirlenmesi

% bias

Tiikiiriik kortizol ¢alismasinin dondurma ¢6zme sonuglari ve % bias sonuglar1 Tablo 18.‘de

verilmistir. Yapilan dondurma ¢ézme sonuclarina gore tiikiiriik 6rneginin dondurma ¢dzme

isleminden ¢ok az etkilendigi bu sebeple ¢ok stabil bir 6rnek tiirli oldugu goriildii.

Tablo 18. Tiikirik Kortizol dondurma ¢6zme etkisi ¢alisma sonuglar1 ve Ol¢iimler aras1t %

biaslar.
Ornek Ik 1. Dondurma-Cézme | 2. Dondurma—-Cézme | 3. Dondurma —Cézme
e Okuma (ug/dL) (ug/dL) (ug/dL)
Diisiik Ornek
Sonuglari 0.04 0.03 0.03 0.03
(ng/dL)
Diisiik Ornek 0 0 0
Bias(%) %1 ol 01
Yiiksek Ornek
Sonuglari 0.22 0.20 0.20 0.20
(ng/dL)
Yiiksek Ornek 0 0 0
Bias(%) %0.09 %0.09 %0.09
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4.2.9. Matriks etKisi calismasi

Matriks etkisi ekstraksiyon oncesi ve sonrasi ayr1 ayri olacak sekilde (pre ve post SPE), altt
farkl tiikiiriik 6rnegine ve blank 6rnege diisiik, orta ve yiiksek diizeyleri temsil eden ii¢ farkl
konsantrasyonda (0.5, 5 ve 50 ug/L) kortizol standard: eklenerek degerlendirildi. Ekstraksiyon
oncesi (pre-SPE) 1S-normalize matriks faktorler diisiik, orta ve yiiksek diizey konsantrasyonda
standart eklenmis ornekler i¢in sirasiyla 0.87, 1.05 ve 1.15 olarak hesaplandi. Ekstraksiyon
sonrast (post-SPE) IS-normalize matriks faktorler ise diisiikk, orta ve yiiksek diizey
konsantrasyonda standart eklenmis Ornekler i¢in sirastyla 1.15, 1.09 ve 1.15 olarak
hesaplandi. Bu sonuglar goz oniine alindiginda, pre ve post-SPE orneklerinde herhangi bir
matriks etkisi gozlenmedi. Ayrica, matriks etkisi ¢aligmasinda kullanilmis olan alti farkl
tikkiiriik 6rneginin IS-normalize matriks faktorlerinin %CV degerleri, diisiik, orta ve yiliksek
diizeyde standart eklenmis ornekler i¢in sirastyla %14.19, %5.95 ve %1.75 olarak hesaplandi
ve li¢ diizey i¢in de %CV degerlerinin kabul edilebilir deger olan %15’in altinda oldugu tespit
edildi.

4.2.10. Tasima (Carryover) calismasi

Tagsima calismasi kapsaminda yiiksek konsantrasyon olarak 100 pg/L standart okutuldu,
diisiik konsantrasyon olarak ise blank (mobil faz) okutuldu. Yapilan islem kapsaminda ilk
olarak yiiksek konsantrasyon hemen ardindan diisiik konsantrasyon (mobil faz) olacak sekilde
caligma yapildi ve bu islem ard arda 10 kez tekrarlandi. Calisma sonrasinda elde edilen mobil
faz sonuglarmin yiiksek degerlerinin ve disiik degerlerinin ortalama degerleri ayri ayri
hesaplandi. Ardindan yiiksek mobil faz degerlerinin ortalamasindan, disik mobil faz
degerlerinin ortalama degerleri c¢ikartilarak tasima degeri bulundu. Calismadaki yiiksek
deger ortalamasi1 0,03 olarak, diisiik deger ortalamasi ise 0,02 bulundu sonug olarak tasima
degerimiz 0,01 olarak hesaplandi. Buna gore yiiksek Ornek sonrasi ¢alisilan numunelerde

tagima olmadig1 gorildii.

4.2.11. Secicilik (Selectivity)

Calismamizda segtigimiz analitin belirlenmesi i¢in deneme galismasi yapildi. Bu da 6rnek
elisyon isleminde kullanilan estriol iceren soliisyonun kortizol yerine baglanip
baglanmadiginin incelenmesiydi. Literatiirde ¢oziiclinlin igerisine estriol eklenmesinin,
kortizol ile estriollin ekstraksiyon ve analiz esnasinda kullanilan cam malzemelerin silanol
gruplarina baglanmak i¢in yaristiklarin1 bu yiizden estrioliin kortizol yerine cama baglandigini

gosteren ¢aligmalar mevcuttur [88]. Bu nedenle SPE ile ekstraksiyonun elusyon asamasina
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eklendi. Bu sekilde verimliligin daha iyi oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte estiroliin tek
basina okutulmasi sonucunda kortizol i¢in se¢ilen m/z degerinde herhangi bir pik vermemesi
de yontemin segici oldugunu gosterdi (Sekil 16) Kortizoliin m/z degeri 363.2/121.1 [89]
iken estriol i¢in m/z degeri 287/171 [90] oldugu i¢in kortizol igin segilen m/z degerinde

sadece kortizol piki gozlendi.
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Sekil 16. Estriol- methanol-su karigimi pikleri

4.3. ELISA Bulgular:

CS, SCS ve NFA grubunu olusturan kisilerden (CS n=12, SCS n=28, NFA n=17) ii¢ farkl
saatte alman tiikiiriik drneklerinden kit {ireticisinin talimatlarma uygun sekilde ¢alisildi. Islem
basamaklarina uyularak mikroplate’e reaktif, numune, standartlar ve kontroller pipetlendi ve
450 nm’de okutularak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Ardindan tiim gruplara ait sonuglar kullanilan
li¢ ayri kit igin y=-0.21In(x)+1.0914, y= -0.2In(x)+1.033 ve y=-0.22In(x) + 1.1556 formiilleri
kullanilarak hasta ve kontrol sonuglar1 hesaplandi (Sekil 17). Kontrol sonuglarinin iireticinin
verdigi referans aralik icinde oldugu goriildii. Standart grafiklerin R? degerleri 0.99’dan biiyiik
bulundu. Yiiksek seviye kontrol ornekleri ile calisilan giin ig¢i %CV degeri %7,6 olarak,
giinler arasi yiiksek ve diisiik seviye kontrollerle yapilan tekrarlanabilirlik sonuglart ise

sirastyla % 7,8 ve % 8,9 olarak bulundu.
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Tiikirik Kortizolii ELISA Standart Grafik
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Sekil 17. Tiikiiriik kortizolii ELISA kalibrasyon grafigi

4.4. Metot Karsilastirma Calismalari

Metot karsilastirma calismalar1 kapsaminda CS, SCS ve NFA grubu hastalarda hem LC-
MS/MS hem de ELISA yontemleri ile ii¢ farkli saatte alinan tiikiiriik 6rnekleri ¢aligildi. LC-
MS/MS ile calisilan hasta sayisi toplam 121 (CS grubu n=20, SCS n=52, NFA n=49) iken
ELISA ile bu kisiler arasindan segilen toplam 57 6rnek (CS grubu n=12, SCS n=28, NFA
n=17) calisildi. Bu nedenle her iki yontem ile karsilagtirilan toplam 6rnek sayis1 57°dir.
Metotlar arasindaki mutlak uyum orani Bland-Altman grafikleriyle, iliskisel uyum ise
MedCalc (v19.6) istatistik programi kullanilarak Passing-Bablok regresyon analizi ile
gosterildi. Bland Altman grafigi ortalamalar (ger¢ek deger) ve farklar (hata) arasindaki olasi
korelasyonun degerlendirilmesine olanak saglar. Ayrica Bland—Altman grafigi yanliligin
(farklarin sistematik olarak sifirdan farkli olup olmadiginin) ve rastgele hatanin (farklarin ne
kadar yaygin oldugunun) degerlendirilmesini de saglar [99], [100]. Bland-Altman grafiginin
(farklar grafigi) Y ekseninde iki Ol¢lim arasindaki fark, X ekseninde ise iki Ol¢limiin
ortalamasi yer almaktadir (Sekil 18,19,20).

Iki metot arasindaki iliskisel uyumu incelemek igin ayrica Passing-Bablok regresyon analizi
yapilmigtir. Passing-Bablok regresyon yontemi parametrik olmayan Tip II regresyon
yontemidir. Regresyon grafiklerine ait denklemler ve veriler Sekil 21, 22, 23.” de yer
almaktadir. Regresyon analizi i¢in hesaplanan “Cusum testi” ile linear modelin gecerliligi ve
Passing-Bablok regresyon analizinin bu yontemlere uygulanabilirligi test edildi. Buna gore

her li¢ saat i¢in incelenen yontemlerle Olciilen kortizol diizeyleri agisindan anlamli fark
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olmadig1 (08.00 saat tiikiiriik kortizol LC-MS/MS ve ELISA p=0.52, 16.00 saat tiikiiriik
kortizol LC-MS/MS ve ELISA p=0.74, 24.00 saat tiikiirik kortizol LC-MS/MS ve ELISA
p=0.93) goézlendi. Bu iki yontem uyum Kkarsilastirmasi i¢in Passing-Bablok regresyon
analizinin yapilabilir oldugu ve yontemler arasinda dogrusal bir iliski oldugu gdsterildi.
Analiz sonucunda elde edilen “intercept A (kesisim A)” iki metot arasindaki sistematik
farkliligin bir ol¢isiidiir. Intercept A igin %95 giiven araligi (%95 CI) A=0 hipotezini test
etmek i¢in kullanilir. Bu hipotez eger A i¢in %95 giiven araliginda sifir degerini iceriyorsa
kabul edilir. Hipotez reddedilirse, A'nin sifirdan 6nemli 6l¢iide farkli oldugu ve her iki
yontemin de en azindan sabit bir miktarda farkli oldugu sonucuna varilir [101].

Residiiel standart sapma (RSD), iki yontem arasindaki rastgele farkliliklarin bir Sl¢iistidiir.
Rastgele farkliliklarin % 95'inin -1.96 RSD ile +1.96 RSD araliginda olmasi beklenmektedir.
Bu aralik biiyiikse, iki yontem uyusmayabilir [101].

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan incelemede;

Sabah 08.00’de alinin &rneklerde 6lgiilen kortizol diizeyleri agisindan iki yontem arasinda
sistematik farklilik olmadigr goriildii (Intercept A: 0,19, %95 CI: -4,7 - 1,08). Arica RSD
degeri incelendiginde iki yontemin birbiri ile uyumlu oldugu bulundu (RSD deger: 0.2536,
+1.96 RSD Interval: -0,4970 - 0, 4970) (Sekil 21).

Ogleden sonra 16.00°da alinin 6rneklerde dlgiilen kortizol diizeyleri agisindan iki yontem
arasinda sistematik farklilik olmadig goriildii (Intercept A: 0,30, %95 CI: -0,72-0,64). Arica
RSD degeri incelendiginde iki yontemin birbiri ile uyumlu oldugu bulundu (RSD deger:
0.1790, £1.96 RSD Interval: -0,3509 - 0, 3509) (Sekil 22).

Gece yaris1 24.00’de alinin orneklerde Olgiilen kortizol diizeyleri agisindan iki yontem
arasinda sistematik farklilik olmadig goriildii (Intercept A: -0,05, %95 CI: -0,70-0,30). Arica
RSD degeri incelendiginde iki yontemin birbiri ile uyumlu oldugu bulundu (RSD deger:
0,1452, £1.96 RSD Interval: -0,2845 - 0, 2845) (Sekil 23).
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Sekil 20. LC_MS/MS ve ELISA yontemlerine ait saat 24.00°de alinan tiikiiriik 6rnekleri
kortizol 6l¢iimlerinin ortalamaya karsi fark degerlerinin Bland-Altman grafigi
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Sekil 21. LC_ MS/MS ve ELISA yontemlerine ait saat 08.00’de alinan tiikiiriik 6rnekleri

kortizol 6l¢iimlerinin ortalamaya kars1 fark degerlerinin Passing Bablok grafigi ve regresyon

analizi
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' Variable X | LC_MS_MS__pg_dL__ 8 saat
. Variable Y | ELISA__pg_dL__8 saat
Sample size | 57
_ Variable X | Variable Y |
Lowest value 0,01000 1,0100
Highest value 15200 6,6500
Arithmetic mean 0.2932 3,0240
Median 0,2200 2,8100
Standard deviation 0,2795 1,3133
. Standard error of the mean 0,03702 0,1740 |
Regression Equation
h I
| y=0,196667 + 12,666667 x
- Systematic differences m—
Intercept A 0,1967
95%Cl 46900 t0 1.0779
- Proportional differences —l
Slope B 12,6667
| 95%CI 7,8929 to 36,5000 |
Random differences ' ‘
Residual Standard Deviation (RSD) 0,2536
. £1.96 RSD Interval -0,4970 to 0,4970
~ Linear model validity
Cusum test for linearity No significant deviation from linearity
(P=0,52)
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LC_MS MS__ug_dL__16.saat

Variable X LC_MS_MS_ pg_dL__16.saat
Variable Y ELISA_ pg dL__16.saat
Sample size | 57

‘ Variable X | Variable Y
Lowest value 0.02000 0.5300
Highest value 1.2500 75900
Arithmetic mean 0179 2,4051
Median 0.1100 1,8900
Standard deviation 0.2071 1.5920
Standard error of the mean 002743 0.2109
Regression Equation
y = 0.300000 + 18,000000 x
Systematic differences
Intercept A 0.3000
95% ClI -0.7200 to 0,6371
Proportional differences
Slope B ‘ 18,0000
95% ClI 12,1429 10 30,6000
Random differences
Residual Standard Deviation (RSD) 0,1790
£ 1.96 RSD Interval -0,3509 10 0.3509
Linear model validity
Cusum test for linearity No significant deviation from linearity

(P=0.74)

Sekil 22. LC_MS/MS ve ELISA yontemlerine ait saat 16.00°da alinan tiikiiriikk 6rnekleri
kortizol dl¢iimlerinin ortalamaya kars1 fark degerlerinin Passing Bablok grafigi ve regresyon

analizi



Sekil 23. LC_MS/MS ve ELISA yontemlerine ait saat 24.00’de alinan tiikiiriik 6rnekleri

kortizol dl¢iimlerinin ortalamaya kars1 fark degerlerinin Passing Bablok grafigi ve regresyon

analizi

24. saat

= N W ks~ OO N 00 ©

ELISA_ pg_dL

o

""""""""""""""""" y=-0,0579 + 20,258 x
------------------------- n =56
"""""""" l‘ll]l
2 4 6 8 10

LC_MS_MS__pg_dL__24. saat

Variable X LC_MS_MS__pg_dL__ 24 _saat
Variable Y ELISA__ug dL__ 24 _saat
Sample size 56

Variable X Variable Y
Lowest value 0.01000 0.2200
Highest value 1.0400 8.0200
Arithmetic mean 0.1475 1,9705
Median 0.08000 1,6000
Standard deviation 0.1903 1.7309
Standard error of the mean 0,02542 02313
Regression Equation
y =-0,0579167 + 20,258333 x
Systematic differences
Intercept A -0,05792
95% CI -0.7029 10 0.3006
Proportional differences
Slope B 20,2583
95% CI 13,4444 10 29,8571
Random differences

Residual Standard Deviation (RSD)

£ 1.96 RSD Interval
Linear model validity
Cusum test for linearity

0.1452

-0.2845 10 0.2845

No significant deviation from linearity

(P=0,93)
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Ayrica tim gruplarda {li¢ farkli saatte Olgtilen tiikiiriik kortizolii diizeylerinin yontemler arasi
korelasyon analizleri gergeklestirildi. 08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde alinan orneklerdeki
kortizol diizeylerinin her iki yontem ile Ol¢iimii arasinda pozitif yonde anlamli korelasyonlar
saptand1 (08.00 saat LC-MS/MS ve ELISA arasi 1=0,278, p=0,037, 16.00 saat LC-MS/MS ve
ELISA arasi1 r=0,467, p=0,000, 24.00 saat LC-MS/MS ve ELISA aras1 r=0,590, p=0,000) ( Sekil
24)

Korelasyonlar

TKELISAOS TKELISAL6 TKELISA24
Spearman's rho TKLCMSMSO08 0,278 0,219 0,268
0,037 0,102 0,046
57 57 56
TKLCMSMS16 0,072 0,467 0,470
0,593 0,000 0,000
57 57 56
TKLCMSMS24 0,101 456 0,590
0,455 0,000 0,000
57 57 56

Sekil 24. LC_MS/MS ve ELISA 08,16 ve 24. saatte olgiilen tiikiiriik kortizolii diizeylerinin

yontemler arasi korelasyon analizleri

LC-MS\MS ile ELISA yontemlerinin tanisal degerlendirmesi, ozgillik ve duyarlilik
hesaplanmasinda, testlerin etkinliklerinin karsilastirllmasinda, uygun pozitiflik esiginin
belirlenmesinde, laboratuvar sonuglarmin kalitesinin izlenmesinde ROC analizinden
yararlanildi. ROC egrisi, farkli esik degerleri i¢in dikey eksen {lizerinde dogru pozitiflik
(duyarlilik) ve yatay eksen iizerinde yanlis pozitiflik (1-6zgiilliik) oranlarinin yer aldigi bir
egridir. ROC egrisi iizerindeki her nokta, farkli esik degerlerine karsilik gelen duyarlilik ve 1-
ozgiilliik degerlerini ortaya koyar. Genelde diisiik yanls pozitiflik oranlarin1 veren esik
degerleri, diisilk dogru pozitiflik oranina da sahiptir. Dogru pozitiflik orani arttik¢a, yanlis
pozitiflik oran1 da artar. Bu egri; testin saglikli ve hasta bireyleri ayirt etme giicliniin
belirlenmesine, farkli testlerin etkinliklerinin kiyaslanmasina, duyarlilik ve 6zgilligi yiiksek

en uygun esik degerin belirlenmesine olanak saglar [102].

Yapilan analiz sonucuna gore AUC (area under curve) degerleri CS grubu igin LC-MS\MS ve

ELISA yontemleriyle 16. ve 24. saatlerde 6l¢iilen tiikiiriik kortizoliinlin 8. saate gore ayirici
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tanida daha iyi performans gosterdigi belirlendi (Sekil 25). LC-MS\WMS yonteminde 24. saat
tikiiriik kortizol i¢in esik deger olarak 0,055 olarak se¢ilmistir. Sensivitenin (duyarlilik) 0,92
oldugu nokta segilmis 1- spesifite ise 0,077 dir. Buna gore ozgilliik: 1- 0.077= 0.923

bulunmustur. Diger saatler icin aym sekilde se¢im ve hesaplama yapilarak Tablo 19.’da

gosterilmistir.
ROC Curve
1,0
Source of the
Curve
LCMSMS0E
R —ELISADS
0 5 LCMSMS16
—ELISA16
LCMSMS24
——ELISAZ24
Reference Line
0,6
E‘ '
=
=
uwn
c
]
0 0,4=
0,2
0,0 T T T T
0,0 032 04 0,6 0.8 10
1 - Specificity

Sekil 25. CS i¢in LC-MS\MS ve ELISA yontemlerindeki 8-16-24. saatler de alinan tiikiiriik

kortizolii 6l¢timleri i¢cin ROC egrisi
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Tablo 19. CS igin LC-MS\WMS ve ELISA yontemleri ile Glgiilen tiikiiriik kortizoliiniin esik

deger, sensitivite ve spesifite tablosu

Tiikarilk Esik Deger
Kortizol ’ g Sensitivite | Spesifite | AUC(Area) | p degeri
- (ng/dL)
Ol¢uim
LC-MS\MS 08 0.095 0.92 0.31 0.667 0.157
LC-MS\MS 16 0.07 0.92 0.85 0.907 0.001
LC-MS\MS 24 0.055 0.92 0.92 0.962 0.000
ELISA 08 33 0.75 0.84 0.731 0.050
ELISA 16 2.10 0.92 0.85 0.907 0.000
ELISA 24 234 0.92 0.92 0.923 0.000
ROC Curve
' [ ; Source of the
Curve
J L LCMSMS0E
_ YA ELISADS
0,8+ / LCMSMS16
/ —ELISA1E
i LCMSMS24
——ELISA24

] Reference Line

Sensitivity

0,4=
0,2 |
00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Specificity
Sekil 26. SCS i¢in LC-MSWS ve ELISA yontemlerimlerindeki 8-16-24. saatler de alinan

tilkiirtik kortizolii 6l¢timleri i¢in ROC egrisi
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Tablo 20. SCS igin LC-MSWMS ve ELISA yontemleri ile Olgiilen tiikiiriik kortizoliiniin esik

deger, sensitivite ve spesifite tablosu

Tﬁkﬁl:-ﬁk Kortizol Esik Deger Sensitivite | Spesifite [ AUC(Area) | P degeri
Olciim (ng/dL)
LC-MS\MS 08 0.045 0.96 0.24 0.604 0.287
LC-MS\MS 16 0.05 0.75 0.93 0.772 0.006
LC-MS\MS 24 0.02 0.90 0.77 0.896 0.000
ELISA 08 2.23 0.60 0.27 0.33 0.085
ELISA 16 1.15 0.89 0.38 0.617 0.234
ELISA 24 0.92 0.82 0.85 0.802 0.002

Yapilan analiz sonucuna gore AUC degerleri SCS grubu igin LC-MS\WMS ve ELISA
yontemleriyle 24. saatlerde dlgiilen tiikiiriik kortizoliiniin 8. ve 16. saatlere gore ayirici tanida
daha iyi performans gosterdigi belirlendi (Tablo 20) (Sekil 26). Ayrica LC-MS\MS ile 16.
saatte olgiilen tiikiirtik kortizolliniin ELISA yontemine gore ayirici tanida daha i1yi performans
gosterdigi belirlendi. LC-MS\MS yonteminde 24. saat tiikiiriik kortizol i¢in esik deger olarak
0.02 olarak segilmistir. Sensivitenin 0.90 oldugu nokta segilmis 1- spesifite ise 1- 0,231=
0,77 bulunmustur. Diger saatler i¢in ayni sekilde se¢im ve hesaplama yapilarak degerler

yukaridaki tabloda verilmistir.

4.5. Caliyma Grubunu Tanimlayici Bulgular

4.5.1. Demografik Veriler

Calismamiza 20’si CS’li, 52’s1 SCS’li ve 49’u NFA’l1 toplam 121 hasta katilmistir. Yapilan
degerlendirmede cinsiyet, sigara kullanimi ve VKI acisindan CS, SCS ve NFA gruplari
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 21). CS-NFA ve SCS-NFA gruplarinin
yaslar1 arasinda anlamli fark olmazken CS ve SCS gruplar arasinda anlamli fark bulundu
(Tablo 22).

70



Tablo 21. CS, SCS ve NFA gruplarmin yas ve VKI verileri

Demografilk CS (n1=20) | SCS (n=52) | NFA (n=49) o 1
Veriler Medyan Medyan Medyan P p
(Min-Max) | (Min-Max) (Min-Max)
47,5 59,0 58,0 0.076*- 0.004 °-
Yas (yih (26- 72) (27- 75) (20- 71) 0,006 0.610”
VKi 30,8 29,9 28,4 A
(kg/m2) (25,1-54) | (21,3-43,2) | (21,5-46.8) ’

p': Dunn coklu karsilagtirma testi,

kargilagtirilmasi, *SCS ve NFA gruplarinin karsilagtirilmas:

*CS ve NFA gruplannin karsilastirilmasi, °CS ve SCS gruplarinin

Tablo 22. CS, SCS ve NFA gruplarinin cinsiyet ve sigara kullanim verileri

Demografik _ _ _ Chi-Square
Veriler CS (n=20) SCS (n=52) NFA (n=49) P

L. K:15 K:42 K:35
Cinsiyet Es E10 B 14 0.543

i 24 :20 113
=g € © © 0.501
Kullanim h: 9 h:26 h:27

pChi-Square testi - K kare testi. K: kadin sayisini, E: erkek sayisini, e: Evet, h: Hayir. p< 0.05 anlamli olarak
degerlendirildi.

4.6. Biyokimyasal Analizler

4.6.1. Rutin Parametreler

Hastalara ait rutin biyokimyasal parametrelere ait bulgular Tablo 23.’de yer almaktadir. Buna
gbre serum kortizol, trigliserit, total kolesterol parametreleri i¢cin CS, SCS ve NFA gruplar
arasinda anlamli fark bulunmadi. ACTH ve DHEAS diizeyleri agisindan CS-NFA gruplari
arasinda anlaml fark bulunmazken, CS grubu hastalarda bu parametreler SCS grubuna gore
anlaml yiiksek, NFA grubu hastalarda ise SCS grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulundu.
1 mg DST ve HbAlc diizeyleri agisindan CS-SCS gruplart aras1 anlamli fark bulunmazken,
CS ve SCS grubu hastalarda bu parametreler NFA grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu. LDL ve HDL bulgular1 agisindan SCS-NFA gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmazken, LDL diizeyi CS grubunda NFA ve SCS gruplarina gore anlamli yiiksek, HDL

diizeyi ise anlaml1 diisiik bulundu.
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Tablo 23. Biyokimyasal parametre sonuglarinin istatistiksel analizi

Biyokimyasal [ CS (n=20) SCS (n=52) NFA (n=49) Kruskal-
) 1
ACICIUEIG Medyan Medyan Medyan Wallis P
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Ifoerr:;gl 19,25 15,1 14,95 0.063
(bg/dL) (6,17-31) (6,42-32) (5,87-25,44)
ACTH 45,1 11,85 16,6 0000 | 0.709-0.000% 0.000"
(pg/mL) (5-202) (4-34,1) (4-81,4) '
DHEAS 93,1 42,08 65,27 0.001 0,850#— 0.008°%- 0.008™
(ng/dL) (4-498 5) (5,29-323) | (9,74-235,6) '
DST 1m
Kortzol © 5172§,115 13) | @ 653 3236 01) | (0 123 g | o EVOUL-UE
(ug/dL) i) i) 1 1 1 1
Total
253 2115 228
Kolesterol X 0.063
(mg/dL) (144-394) (121-372) (136-302)
LDL 157 735 8 0000 | 0.001*0.000% 1.00"
(mg/dL) (63,2-210) (40- 184) (41-217) '
HDL 48 90,4 101,2 0.000 0.001%- 0.000°1.00”
(mg/dL) (30,6-77) (27-257) (35-204) '
Trigliserit 181 129 122 0.085
(mg/dL) (67-1413) (50- 407) (49-242) '
HbAlc 6,95 6,2 58 0003 | 0.007*-0.775% 0.023"
(%) (5,5-10,7) (4,2-10,7) (4,9-15,6) '

P! Dunn ¢oklu karsilastirma testi, *CS ve NFA gruplarimin karsilastirilmasi, °CS ve SCS gruplarmin

karsilagtirilmasi, “SCS ve NFA gruplarinin karsilastirilmast

4.7. LC-MS\MS ve ELISA Yontemleri ile Tiikiiriik Kortizol Ol¢iimleri
CS, SCS ve NFA grubunda tiikiiriik kortizolii diizeylerinin LC-MS/MS yontemiyle

Ol¢iilmesine iliskin bir hasta 6rnegi Sekil 27.’de sunulmustur.
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Sekil 27. Hasta 6rneginde tiikiiriik kortizoliin total iyon kromatogrami

CS, SCS ve NFA hastalarinda 08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde toplanan tiikiiriik

orneklerinde LC-MS\WMS ve ELISA yontemleri ile 6lgiilen kortizol diizeylerine ait bulgular

Tablo 24.’de yer almaktadir.
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Tablo 24. Hastalarin LC-MS\MS ve ELISA ile 08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde toplanan

tikiirtik 6rneklerinde dlciilen kortizol diizeyi bulgulart

= =5 =,

—— CS (n=20) | SCS (n=52) | NFA (n=49) s
cumleri 2 s A
Max) (Min- Max) (Min- Max)

EE?&'S\MS 0,230 0,19 0,130
(ng/dL) (0,03-0,98) | (0,01- 1,52) (0,01-0,82) 0.107
TK16-
LC- MS\MS 0,17 0,05 0,04
(ug/dL) (0,02-1,25) | (0,01- 0,45) (0,01- 0,60) 0.001 0.001"- 0.032°-0.312”
TK24-
LC-MS\MS 0,13 0,05 0,02
(ug/dL) (0,04- 1,04) | (0,00- 0,43) (0,00- 0,28) 0.000 0.000" - 0.008°-0.004”
TKO08- ELISA 4,35 2,40 3,19
(ug/dL) (1,85- 6,34) | (1,01- 6,65) (1,37- 4,60) 0.017 0.261- 0.013°- 0.816™
TK16- ELISA 4,42 1,87 1,70
(ug/dL) (1,15-7,59) | (0.53- 4,12) (0,56- 3,25) 0.000 0.000% 0.001°- 0.705
TK24- ELISA 3,57 1,61 0,59
(ug/dL) (0,32-8,02) | (0,29- 3,99) (0,22- 2,39) 0.000 0.000%- 0.008°- 0.018

PL: Dunn ¢oklu karsilastirma testi, *CS ve NFA gruplarmin karsilastiriimasi, °CS ve SCS gruplarmin karsilastirilmasi, “SCS
ve NFA gruplarinim karsilastirilmasi. TK08- LC-MS\MS: 8. Saat LC-MS\MS tiikiiriik kortizol ¢alismasi. TK16- LC-MS\MS:
16. Saat LC-MS\MS tiikiiriik kortizol ¢aligmasi. TK24 - LC-MS\MS: 24. Saat LC-MS\MS tiikiiriik kortizol ¢aligmasi. TK08-
ELISA: 8. Saat ELISA tiikiiriik kortizol ¢aligmasi. TK16- ELISA: 16. Saat ELISA tiikiiriik kortizol galigmasi. TK24- ELISA:
24. Saat ELISA tiikiiriik kortizol ¢alismast.

LC-MS/MS ile yapilan dl¢iim sonuglarina gore;

Sabah 08.00°de alinan orneklerde Slgiilen kortizol sonuglarinda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmadi. Ogleden sonra 16.00’da alinan tiikiiriikk 6rneklerinde
olgiilen tiikiiriik kortizolui diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina gére anlamli olarak
yiiksek bulunurken, SCS ve NFA gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi. Gece 24.00°da
alman tiikiiriik orneklerinde o6lgiilen kortizol diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina
gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Ayrica SCS gruplarinda da 6lgiilen kortizol diizeyi NFA
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 24., Sekil 28).

ELISA ile yapilan o6l¢iim sonuclarina gore;

Sabah 08.00’de alinan orneklerde 6lgiilen kortizol sonuglar1 CS grubunda SCS grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunurken, CS-NFA gruplar1 arasinda ve SCS-NFA gruplar1 arasinda
anlaml fark bulunmadi. Ogleden sonra 16.00’da alinan tiikiiriik drneklerinde dlgiilen tiikiiriik
kortizolii diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina gore anlamli olarak yiiksek

bulunurken, SCS ve NFA gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi. Gece 24.00°da alinan
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tilkiiriik orneklerinde olgiilen kortizol diizeyi CS grubunda SCS ve NFA gruplarina gore
anlamli olarak yiliksek bulundu. Ayrica SCS gruplarinda da o6l¢iilen kortizol diizeyi NFA
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 25., Sekil 29).
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LC-MS\MS 8. saat gruplararasi karsilagtirma LC-MS\MS 24. saat gruplar arasi kargilagtirma
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cs sCs NFA
Gruplar

LC-MS\MS 16. saat gruplar arasi kargilastirma

Sekil 28. CS, SCS ve NFA gruplarinda LC-MS\MS ile 6lgiilen tiikiiriik kortizol diizeylerinin
box-plot grafikleri
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ELISA 16. saat gruplar arasi karsilagtirma

Sekil 29. CS, SCS ve NFA gruplarinda ELISA ile dlgiilen tiikiiriik kortizol diizeylerinin box-
plot grafikleri

4.8. Diiirnal Ritim Bulgular:

4.7.1. LC-MS\MS ve ELISA Sonuglarmn 08.0, 16.00 ve 24.00 Saatleri Alinan Kortizol
Diizeyleri Acisindan Degerlendirilmesi

Stressiz kosullar altinda ve saglikl kisilerde kortizol salinimi, en yliksek degerine sabah erken
saatlerde, en diisiik diizeyine ise gece yarisi (23:00- 02:00 arasi1) ulastigi bilinmektedir [4].
Buna gore biitiin gruplar kendi iginde 08.00, 16.00 ve 24.00 saatlerinde alinan tiikiirtik
orneklerinde hem LC-MS/MS hem de ELISA yontemleri ile dlglilen kortizol diizeyleri
kiyaslandi. Giiniin {i¢ farkli saatinde alinan tiikiiriik 6rnekleriyle 6l¢iilen kortizol diizeylerinin
hem LC-MS\WMS hem de ELISA yontemleri dl¢limii sonucunda elde edilen veriler Tablo
25.°de, bulgularin grafiksel gosterimi ise Sekil 30 ve 31°de bulunmaktadir.

CS grubu hastalarda hem LC-MS\MS hem de ELISA ile giiniin {i¢ farkli saatinde olgiilen
tikiiriik kortizolii diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmadi. Bu durum CS grubu hastalarda
diurnal ritmin bozuldugunu ve gece yarisi alinan tiikiirik O6rneklerinde olgiilen kortizol

diizeyinin giin i¢ine gore azalmadigini gostermektedir (Sekil 30 ve 31). Ayrica her iki
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yontemin de CS grubu hastalarin giin i¢i kortizol diizeylerinin birbiri ile uyumlu sonuglar
verdigi gozlendi.

SCS grubu hastalarda sabah 08.00’de alinan 6rneklerdeki LC-MS\MS ile 6lgiilen kortizol
diizeyleri 16.00 ve 24.00 saatlerinde alinan Orneklerdeki kortizol diizeylerine gére anlamli
olarak yiiksek bulundu. 16.00 ve 24.00 saatlerinde alinan 6rneklerdeki LC-MS\MS ile 6lgiilen
kortizol diizeyleri arasinda ise anlamli fark bulunmadi. Sabah 08.00°de alinan 6rneklerdeki
ELISA ile olgiilen kortizol diizeyleri 24.00 saatlerinde alinan Orneklerdeki kortizol
diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Saat 16.00’da alinan 6rneklerdeki ELISA ile
oOl¢iilen kortizol diizeyleri ile 08.00 ve 24.00 saatlerinde alinan 6rneklerdeki kortizol diizeyleri
arasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 30 ve 31).

NFA grubunda LC-MS\MS ile giiniin ti¢ farkli saatinde Olgiilen tiikiiriik kortizolii diizeyleri
acisindan ii¢ grup arasinda da anlamli fark bulundu. NFA grubunda sabah 08.00°de alinan
orneklerdeki LC-MS\MS ile olgiilen kortizol diizeyleri 16.00 ve 24.00 saatlerinde alinan
orneklerdeki kortizol diizeylerine gére anlamli olarak yiiksek bulundu. Ayrica NFA grubunda
16.00’de alinan orneklerdeki LC-MSWMS ile olgiilen kortizol diizeyleri 24.00°de alinan
orneklerdeki kortizol diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum NFA
grubunda diurnal ritmin bozulmadiginin LC-MS/MS ile 6l¢iilen tiikiiriik kortizolii diizeyleri
ile gosterildigini ortaya koymaktadir (Tablo 24., Sekil 30). Ayrica NFA grubunda sabah
08.00’de alman orneklerdeki ELISA ile olclilen kortizol diizeyleri 24.00°de alinan
orneklerdeki kortizol diizeylerine gére anlamli olarak ytiksek bulunurken, saat 16.00’da alinan
orneklerle Olgiilen kortizol diizeyleri agisindan anlamli fark gostermedi. NFA grubunda
16.00’de alman orneklerdeki ELISA ile olgiilen kortizol diizeyleri 24.00°de alinan
orneklerdeki kortizol diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Buna gore LC-MS/MS
ile o6l¢iilen giin i¢i kortizol diizeylerinin NFA grubunda diurnal ritmi daha net yansittig

gozlendi (Sekil 30 ve 31).
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Tablo 25: CS, SCS ve NFA gruplarinda LC-MS\WMS ve ELISA ile giiniin ti¢ farkli saatinde

olgiilen tiikiiriik kortizolii diizeyleri

TKO08- LC- TK16- - TKO08- TK16-

TK24-

- Friedman
MS\MS LC-MS\MS M[S‘C\MS ELISA ELISA ELISA L P!
dL /dL dL dL dL
(ng/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/dL)
Cﬁg;:‘:‘ 0,230 0,17 0,13 435 442 3,57 0.105%
(Min. Max) (0,03-0,98) (0.02-125) | (0.04-1.04) | (1,85-6,34) | (1,15-7.59) | (0.32-8.02) | (enss
S‘;ig;‘;’“ 0.19 0,05 0,05 2,40 1,87 1,61 0,000 0.133%,0.0007,0.000°
.000%, ) . L
Min. Ma) (0,01- 1,52) (0.01-045) | (0.00-0.43) | (L01-6,65) | (053-4,12) | (0.29-3.99) | oos.h | 0247 0.002°,0.247
NFA Grubu
0.130 0,04 0,02 3,19 1,70 0.59
Medyan : ; 2 0 2 : 0.000%, | 0.009%, 0.000~, 0.003°
T (0,01-0,82) (001-0.60) | (0.00-028) | (137-4:60) | (056-325) | (0.22-239) | yooe’ | 000’0000, 0.102-

*LC-MS\MS ile &lgiilen kortizol diizeyleri, ** ELISA ile dlgiilen kortizol diizeyleri, %16.00 ve 24.00 saatleri
LC-MS/MS kortizol Olgiimleri karsilagtirmasi, ©24.00 ve 08.00 saatleri LC-MS/MS Kkortizol o6lgiimleri
karsilagtirmasi, “16.00 ve 08.00 saatleri LC-MS/MS kortizol olgtimleri karsilagtirmasi, *16.00 ve 24.00 saatleri
ELISA kortizol dlgiimleri karsilastirmasi °24.00 ve 08.00 saatleri ELISA kortizol dl¢iimleri karsilastirmasi,

*16.00 ve 08.00 saatleri ELISA kortizol dlgiimleri karsilagtirmasi.

LC-MS\MS-Tiikiiriik Kortizol

b Cs SCS NFA
¥ 0a

* 2
E 027 0.25
2025
z A 0.24
=3 02 ‘
¥
=]
§2 o015
: 0.17 o1
2 ol
=
£ 005 0.08
]
=
= 0

08:00 16:00

Ornek toplama Saatleri

0.08

0.04
24:00

Sekil 30. LC-MS\MS ile 6lgiilen tiikiiriik kortizolii diiirnal ritim grafigi
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ELISA-Tiikiiriik Kortizol

£ ——CS SCS NFA
R 4,52

a 42
- 4 3.92 y
H

= 2091

£4 3 <

C w

5% 2 2,7 g 1.67
2 ) 1.61

)

= 0.81
2 o0

= 08:00 16:00 24:00

Ornek toplama Saatleri

Sekil 31. ELISA ile 6lg¢iilen tiikiiriik kortizolii dilirnal ritim grafigi

4.9. Korelasyon Analizleri

LC-MS/MS ve ELISA yontemleriyle olgiilen tiikiiriik kortizol diizeylerine ait tiim gruplar
(CS, SCS ve NFA) arasinda yapilan karsilastirma bulgulari ile hastalarin rutin laboratuvar
verileri, klinik bulgulart ve demografik parametreleri arasindaki iliskilere ait korelasyon
analizleri Tablo 26.°da gosterilmistir.

Tablo 26 . Tiim gruplara ait korelasyon sonuglari

Correlations

Serumi<ortizol ACTH DHEAS DST1mgkortizol Totalkolesterol LDL HDL Trigliserit
Spearman's tho  TKLCMSMS08 Correlation Coefficient 010 -,040 -185 =111 -020 =115
Sig. (2-tailed) 913 051 244 | 834 22
TKELISADS Correlation Coefficient 39 022 258 000
Sig. (2-tailed) ) 877 | 062 | 035 999
TELCMSMS16 Correlation Coefficient -025 -,067 080 | -113 -104
Sig. (2-tailed) 783 483 603 232 275 580 44 | 134
TKELISA1G Correlation Coefficient -440 Joe
Sig. (2-tailed) 001 | ,a60
TELCMSMS 24 Correlation Coefficient -016 -19
Sig. (2-tailed) 866 | 072
TKELISA24 Correlation Coefficient -203 -7
Sig. (2-tailed) 134 | 278
SerumKortizol Correlation Coefficient -, 061 =10
Sig. (2-tailed) 511 335
ACTH Correlation Coefficient -133 -09
Sig. (2-tailed) 47 | A1
DHEAS Correlation Coefficient =191 058
Sig. (2-tailed) i 043 | 593
DSTimgkKortizol  Correlation Coefficient -,060 -02
Sig. (2-tailed) | 593 | 850
TotalKolesterol Correlation Coefficient -163 | -01
Sig. (2-tailed) 085 | 911
LDL Correlation Coefficient =217 | 057
Sig. (2-tailed) 021 603
HDL Correlation Coefficient 096 -08
Sig. (2-tailed) 310 | 626
Triglisernt Correlation Coefficient -030 ARE]
Sig. (2-tailed) 755 | 271
HbAte Correlation Coefficient JA63 | 203
Sig. (2-tailed) 098 | 072
Yag Correlation Coefficient -, 061 -133 1,000 =21
Sig. (2-tailed) 511 147 . | .050
BMI Correlation Coeflicient -102 -,087 -206 | 1,00
Sig. (2-tailed) 335 411 050

p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli
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LC-MS/MS 08:00 saat tiikiiriik kortizolii diizeyi; 1mg DST ile zayif diizeyde pozitif yonlii
anlamli korelasyon bulunmustur.

ELISA 08:00 tiikiiriik kortizolii diizeyi; serum kortizol, DHEAS, ACTH ile orta diizeyde
pozitif yonlii korelasyon, HDL ve yas bulgularinda ise orta diizeyde negatif yonlii anlamli
korelasyon bulunmustur.

LC-MS/MS 16:00 saat tiikiiriik kortizolii diizeyi; 1mg DST ile orta diizeyde pozitif yonlii
anlamli korelasyon bulunmustur.

ELISA 16:00 tiikiiriik kortizolii diizeyi; Img DST ile giiclii diizeyde pozitif yonlii anlamh
korelasyon bulunmustur.

LC-MS/MS 24:00 saat tiikiiriik kortizolii diizeyi; 1mg DST ile orta diizeyde pozitif yonli
anlamli korelasyon bulunmustur.

ELISA 24:00 tiikiiriik kortizolii diizeyi; Img DST ile gii¢lii diizeyde pozitif yonlii anlamh
korelasyon bulunmustur.

Serum kortizol diizeyleri; ACTH ve trigliserid ile orta diizeyde pozitif yonli anlamli,
DHEAS ile zayif diizeyde pozitif yonlii anlaml korelasyon bulunmustur.

ACTH diizeyleri; DHEAS ve serum kortizol ile orta diizeyde pozitif yonlii anlamli, HDL
bulgularinda ise orta diizeyde nagatif yonlii anlamli korelasyon bulunmustur.

DHEAS diizeyleri; Serum Kortizol ile LDL zayif diizeyde pozitif yonli anlamli, ACTH
pozitif yonde orta diizeyde, HDL negatif yonde orta diizeyde anlamli, 1mgDST ve kolesterol
negatif yonde giiclii diizeyde anlamli bulunmustur.

1mgDST diizeyleri; DHEAS diizeyleri negatif yonde zayif diizeye anlamli, HbAlc pozitif
yonde zayif olarak anlamli bulunmustur.

LDL diizeyleri: DHEAS ve kolesterol ile negatif yonde giiclii diizeyde, ACTH ile zayif
diizeyde pozitif yonlii anlamli ve HDL ile negatif yonde giiclii diizeyde anlamli bulunmustur.
HDL diizeyleri; ACTH, DHEAS ve kolesterol negatif yonde orta diizeyde, LDL ise negatif
yonde giiclii diizeyde anlamli bulunmustur.

Trigliserid diizeyleri; Serum kortizol ve kolesterol ile negatif yonde giiclii diizeyde, LDL ise
negatif yonde gii¢lii diizeyde anlamli bulunmustur.

HbA1C diizeyleri; 1mg DST ile orta diizeyde pozitif yonlii anlaml, trigliserid ile negatif
yonde orta diizeyde anlamli bulunmustur.

Yas; DHEAS seviyeleri ile negatif yonde zayif diizeyde anlamli bulunmustur.
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S. TARTISMA

Adrenal lezyonlar, genellikle, adrenal gland iliskili herhangi bir yakinma ve bulgusu olmayan
bireylerde, adrenal dis1 organlarin goriintiilenmesi sirasinda saptanirlar. Prevelans, radyolojik
seriler dikkate alindiginda orta yasli popiilasyonda %2-4, ileri yas grubunda ise %10’dur.
Adrenal lezyonlarin yaklastk %901 iyi huylu adrenal kitleler olusturur. Iyi huylu
lezyonlarin yaklagik %75-80’ini fonksiyon gostermeyen adrenal adenomlar ve diger az
goriilen kitleler (myelolipom, kist vb. gibi) olusturur iken, %20-25 hastada feokromositoma,
androjen lireten tiimor, primer hiperaldosteronizm, CS veya SCS gibi fonksiyonel adrenal
kitleler saptanir [6],[7]. Dokuz Eyliil Universitesi Adrenal Hastaliklar Grubu verilerinde ise,
adrenal lezyon nedeni ile basvuran hastalarda adenom goriilme orani %85.6°dir. Adrenal
adenomu olan insanlarin %67.4’linde fonksiyon gdstermeyen adrenal adenom mevcuttur
[103]. Adrenal adenomu olan hastalarda klinik ve/veya laboratuvar olarak, adrenal gland
kokenli hormonlarin fazlahig ile karakterize sendromlar ekarte edilmelidir. Bu sendromlar,
feokromositoma, primer hiperaldosteronizm, androjen iireten timor, CS ve SCS’dir. Adrenal
lezyonu olan hastalarda endojen hiperkortizolemiyi dislamak i¢in kullanilan testlerin sonucu
her zaman gergek klinik durumu yansitmamaktadir. Bu nedenle tanida kortizol seviyelerinin
dogru ve kolay 0lgiilebilir olmasi anahtar rol oynamaktadir. Yakin zamanda tanida kullanilan
testlerin duyarlilig1 ve esik degerleri yeniden sorgulanmaya baslanmis ve yeni tan1 yontemleri
gelistirme caligmalar1 hiz kazanmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, gece yaris tiikiiriik
kortizolii CS tanisinda yiiksek sensitiviteye sahip oldugu i¢in bu testin tarama ve tani amagl

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Rutin laboratuvarda farkli biyolojik materyallerin kortizol seviyelerinin belirlenmesinde
immiinoassay yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak elde edilen 6l¢iimlerin steroid
hormonlar, glukokortikoidler ve antikorlarla capraz reaksiyon vermesi bu yontemin
dezavantajidir. Bu nedenle Endokrin Dernegi Klinik Uygulamalar Kilavuzu [62] kortizol
dahil steroid hormonlarinin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarinda analizi i¢in referans yontem
olarak LC-MS/MS yontemini Onermektedir. LC-MS/MS, radyoaktif materyallerin
kullanilmadig1 ve diisiik seviye kortizol diizeylerini dahi yiiksek duyarlilik, 6zgillik ve
giivenilirlikle tespit edebilen bir yontemdir. Adrenal kokenli CS, ACTH bagimli CS ve SCS’li
hastalarda tiikriik kortizol diizeyini inceleyen ¢alismalar [104],[105] ¢ogunlukla immunoassay
yontemleri ile gergeklestirilmis olup sadece gece yaris1 tiikiirik kortizolii diizeyleri
Olgiilmiistiir [104]. Kullanilan analitik metotlar ve hiperkortizoleminin tanisinda kullanilan

esik degerler Ol¢iimlerin dogruluk ve giivenirligini etkilemektedir [104]. Calismamiz
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kapsaminda LC-MS/MS ile tiikiiriik kortizolii 6l¢limii i¢in yiiksek sensitivite ve spesifiteye
sahip bir yontem gelistirildi, dl¢imle ilgili analitik yontem gegerlilik ¢aligmalar1 yapilarak
ELISA yontemi ile gelistirilen yontemin karsilastirilmasi ¢aligmalart da gerceklestirildi.
Gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile ELISA yontemi kullanilarak CS, SCS ve NFA grubu
hastalarda giliniin ¢ farkli saatinde alman tiikiirik Orneklerinde kortizol Ol¢limii
gerceklestirildi. Gergeklestirilen Ol¢limler sonucunda hem her iki yontemin birbirleriyle
uyumu, hem de hastalarda oSlgiilen tiikiiriik kortizolii diizeylerinin bu hastalardaki tanisal
degeri, diurnal ritmi ortaya koymadaki basaris1 ve hastalarin klinik bulgulariyla iligkileri
degerlendirildi. Calismamiz her li¢ grubu birlikte farkli iki yontemle inceleyen ve 6lgiilen
tikiiriik  kortizolii diizeylerinin hastalardaki ditirnal ritmi, tanisal degeri ve klinik

korelasyonlar1 agisindan bu derece kapsamli degerlendiren ilk ¢alismadir.

Metot validasyonu:

Calismamizda CLSI kurallarina goére LC-MS/MS yontemi ile dogru kortizol Slgiimii igin
metot validasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmis olup ve ayn1 zamanda ELISA yontemiyle metot
karsilastirma caligmalar1 yapildi. Buna gore yapilan validasyon calismasinda kortizol 6l¢iimii
0.5-200 pg/L araliginda lineer bulundu. Linearite ¢aligmasinda elde ettigimiz korelasyon
katsayis1 R? degeri 0,9999 olarak bulundu. Mészaros ve arkadaslarinin yaptiklar1 validasyon
calismasinda 0.05-100 pg/L araligmi lineer, korelasyon katsayisini ise R%> 1.0 olarak
bulmuslardir [106]. Antonelli ve arkadaslarinin yaptiklari validasyon ¢alismasinda ise 0.18-20
ug/L arahi@ lineer bulunmustur [107]. Yaptiklar1 caligmada korelasyon katsayisin1 R? kortizol
icin > 0.998 olarak bulmuslardir.

Gergeklestirdigimiz kesinlik ¢alismasinda kortizol i¢in giin i¢i ve giinler aras1 %CV degerleri
2.32-14.9 araliginda bulunmustur. Mezzullo ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada %CV
degerlerini sirasiyla 5.5-3.9-2.7 ve 9.5-10.5-12.5 olarak bulmuslardir [108]. Paula ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada tek konsantrasyon ve sadece giin igi tekrarlanabilirlik
calisilmis ve %CV 5.5 olarak bulunmustur [109]. Antonelli ve arkadaslarinin yaptigi
calismada iki seviye icin ¢alismislar ve %CV degerleri giin i¢i tekrarlanabilirlik 7.5-6,
glinleraras1 degerler ise 8.4-6 olarak bulmuslardir [107]. Geri elde ¢aligmamizda tiikiiriik
kortizol i¢cin SPE oOncesi geri kazamim yiizdeleri eklenen 0.5, 5, 50 png/L
konsantrasyonlarindaki standartlar i¢in % 89.7-115.1, SPE sonras1 i¢in geri kazanim ytizdeleri
ise %84-134.4 araliginda bulunmustur. Marco ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada geri
kazanim degerleri % 68.2, 77.6, 78.6 olarak bizim c¢aligmamiza gore diisiik bulunmustur.

Antonelli ve arkadasglarinin yaptigi calismada geri kazanim sonuglari % 90-111 olarak
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bulunmustur [107]. Sinyal giirtiltii oranm1 baz alinarak belirlenmis olan limitler, ¢alismamizda
kortizol igin LOD 0.01 pg/L (0.001 pg/dL) , LOQ ise 0.1 pg/L (0.01 pg/dL) olarak belirlendi.
Antonelli ve arkadaslar1 sinyal giiriiltii degerlerini esas aldiklar1 calismada LOD degerini 0.2
nmol/L (0.007 pg/dL), LOQ degerini ise 0.51 nmol/L (0.18 pg/dL) olarak bulmustur [110].
Referans dogrulama c¢alismasi kapsaminda 20 kontrol grubu ile Mayo Clinic’in referans degerler
karsilagtirilmis olup % 100 uyum bulunmustur. Antonelli ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
sabah i¢in referans degeri olarak 3.0- 21.0 nmol/L (0.10- 0.76 pg/dL) olarak, gece yarisi tiikiiriik
kortizolii iginse 0.5-2.5 nmol/L (0.018- 0.09 pg/dL) olarak verilmistir [107]. Literatiir taramasi
yapildiginda validasyon parametreleri kapsaminda tasima c¢alismasinin, dondurma ¢o6zme
caligmalarinin yaygin olarak yapilmadigi goriildii. Bu baglamda ¢aligmamiz diger ¢aligmalara
nazaran validasyon siirecini tiim yonleri ile ele alan bir ¢aligma kapsamindadir. Ayrica saklama
kosullar1 agisindan degerlendirildiginde yaptigimiz 3 kez dondurma ¢6zme isleminde %biaslarin
diistik konsantrasyonda 6rnek i¢in biasin %1, yiliksek konsantrasyondaki diger ornek igin biasin

%0.09 ¢ikmasi tiikiiriik numunesinin son derece stabil bir 6rnek tiirli oldugunu gostermistir.

Tiikiiriik kortizol tanisal performansi ve diiirnal ritim degerlendirilmesi:

Gece saatlerinde alinan serum Kkortizoliiniin ve tiikiiriik kortizolliniin yiiksek saptanmasi
endojenik hiperkortizolemi durumlarinda goriilebilir ve HHA aksdaki sirkadiyen ritmin
kayboldugunu gosterir. Gece yarisi tiikiiriik kortizol diizeylerinin 6l¢iilmesi CS tanisinda
duyarliligr ve ozgiilliigii yiiksek bir yontemdir (yaklasik %97). Ancak, bu testlerin tanisal
giicii SCS’de heniiz netlik kazanmamustir. Literatiirde CS hastalarinda gece yarisi tiikiiriik
kortizolii kullanilarak yapilan birgok calisma mevcuttur. Castro ve arkadaslarimin yaptigi
caligmada, gece yaris1 tiikiiriik kortizol numunesi ve gece boyunca 1 mg deksametazon
sonrast serum kortizol testlerinin CS teshisi icin hassas belirtecler oldugunu gostermektedir.
Ek olarak, iki testin kombinasyonu, obez ve CS hastalar1 arasinda ayrim yapmada olanak
saglayacagin1 ve ayakta hasta taramasi i¢in faydali olabilecegini bildirmislerdir [60]. Carlos
ve arkadaglarinin yaglar1 1-16 arasinda olan CS’li 11 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada 09:00 ve
23:00 saatlerinde 1mg deksamteazon sonrasi tiikiiriik kortizol diizeylerini RIA yontemi ile
incelenmistir. Caligmada 1mg deksametazon sonrasinda 23:00°de oOlgiilen tiikiiriik kortizol
diizeylerinin % 100 sensitivite ve spesifite ile ¢ocuklarda CS’yi tespit ettigi bir calisma
mevcuttur. Bu ¢aligmada tiikiiriik kortizoliiniin girisimsel bir yontem olmamas1 ayn1 zamanda
yiiksek spesifitiye sahip olmasi avantaj olarak gosterilmistir [111]. Castro ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada 33 CS’li hasta ile 18 obez kisinin katildig1 ¢alismada 09:00, 17:00 ve 23:00°

da alinan 6rneklerin 1 mg deksametazon sonrasi gece 23:00 de calisilan tiikiiriik kortizoliin
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%90 ‘in tlizerinde spesifite ve sensitiviteyle CS tanisi koydurdugunu bildirmistir [60]. Adrenal
kokenli CS, SCS ve ACTH bagimli CS’li kisilerde tiikiirlik kortizolii ile yapilan ¢alismalar
[104],[105] ¢ogunlukla immunoassay yontemleri ile ¢alisilmis olup sadece gece yarist tiikiiriik
kortizolii seviyeleri analiz edilmistir [104]. Literatiirde, SCS, adrenal CS ve NFA olgularinda
giin igerisinde belirli zaman araliklarinda olgiilen tiikiiriik kortizolii diizeylerini LC-MS/MS
ve ELISA yontemleriyle birlikte inceleyen bir calisma bulunmamaktadir. Bu kortizol
diizeylerinin SCS, adrenal CS ve NFA tanilari i¢in dnemli olup olmadigi ve dzellikle standart
laboratuvar yontemi olan immunoassay ile SCS veya CS grubu olarak kategorize edilen
hastalarin orneklerinin LC-MS/MS ile dlgiildiigiinde farkli bir sekilde simiflandirilip
siiflandirilamayacagi bilinmemektedir. Son donemde, tiikiiriikte kortizol 6l¢limiiniin serum
kadar esit tanisal oneme sahip olmasi, ayrica girisimsel olmayip kiside stres olusturmadan
aliabiliyor olmasi nedeniyle potansiyel tani testi olarak degerlendirilmesi s6z konusudur
[21.[3]

Saglikl1 kisilerde giinliik kortizol dalgalanmalarini tiikiiriik ve serum o6rneklerinde inceleyen
bir ¢caligmada sirkadiyen varyasyonun her iki 6rnek tiiriinde de ortiistiiglinii ve giin i¢inde dort
kez (saatler; 08:00, 12:00, 16:00 ve 20:00) alinan Orneklerde en yiiksek diizeyin sabah
08:00°de gozlendigini belirtmislerdir. CS veya SCS’de giinlin belirli saatlerinde olgiilen
tilkkriikk kortizolliniin diiirnal ritmi yansitip yansitmadigini inceleyen sadece bir c¢alisma
bulunmustur. Filippo ve arkadaslarinin insidental adrenal adenomlu hastalarda yaptigi bu
calismada giin iginde 6 kez (saatler; 07:00, 09:00, 12:30, 14:30, 18:30 ve gece yaris1 tiikiiriik
kortizoliinli degerlendirmek i¢in 22.30) alinan tiikiiriik ve serum Orneklerinde diurnal ritmin
degerlendirilmesi icin kortizol ol¢iimleri yapilmistir. Buna goére sabah saatlerinde alinan
serum ve tiikiiriik 6rneklerinde kortizol diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek bulundugu
belirtilmistir [112]. Calismada arastirmanin retrospektif-gézlemsel olmasinin g¢alismanin
siirliligit oldugu ve otonom kortizol sekresyonu flizerine farkli caligmalarin yapilmasi
gerekliligi vurgulanmistir. Calismamizda LC-MS/MS ve ELISA yontemlerinin sirkadyen
ritim sonuglar1 karsilastirildi, ayn1 zamanda 08:00, 16:00 ve 24:00 saatlerinin de kendi
arasinda gruplar1 birbirinden ayirmadaki basarist degerlendirildi. CS grubu hastalarda hem
LC-MS\WMS hem de ELISA ile giiniin ii¢ farkli saatinde 6lgiilen tiikiiriik kortizolii diizeyleri
acisindan anlamli fark bulunmadi. Literatiirde gece yarisi tiikiiriik kortizoliin CS tanisinda
hassas olduguna dair ¢ok fazla calisma vardir. Gece yaris1 tlkiiriik kortizol diizeyleri bu
hastalarda ayiric1 sekilde yliksek bulunur nitekim bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu
olarak yiliksek bulundu. Calismamizda kontrol grubumuz NFA’l1 kisilerde kortizol diizeyleri
en yiiksek sabah 08:00, azalma egiliminde 16:00° da ve en diisiik de gece 24:00 bandinda
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goriilmiis olup diurnal ritmi yansittig1 goriilmiistiir. SCS grubu hastalarda sabah 08:00’deki
caligma sonuglarinin en yiiksek diizeyde, 16:00°da ve 24:00° te ise diisme egrisi sergiledigi
ancak saglikli gruba gore olmasi gerekenden yiiksek oldugu goriildi. Bu durumda, SCS
hastalarindaki diurnal ritmin CS grubu hastalara kiyasla nispeten daha ilimli bir dengesizlik
gosterdigi anlasildi. 08:00°de ELISA ile c¢alisilan NFA ve SCS grubunda birbirine yakin
sonuglar alindi. Bu sebeple LC-MS/MS ile 6l¢iilen giin igi kortizol diizeylerinin diurnal ritmi
daha net yansittigi gozlendi. Caligmamiz sonucunda SCS hastalarinda 16:00 ve 24:00°de
alinan tiikiiriik kortizolii diizeylerinin ayirici1 tanidaki etkinliginin degerlendirilmesi gerektigi
diistincesindeyiz.

Tiikiirtik kortizol testinin CS ve SCS hastalarinda tani koydurucu etkinliginin ve esik deger
belirlenmesi ¢aligmalar1 kapsaminda ROC analizinden yararlanildi. Buna gore CS testi igin
LC-MS/MS’ de sekizinci saatte esik deger 0.095 pg/dL olarak secildiginde sensitivite %92,
spesifite ise %31 olarak bulundu. ELISA‘da sekizinci saatteki esik deger 3.30 pg/dL
secildiginde sensitivite %75, spesifite ise %84 olarak bulundu. Sekizinci saatteki ROC analizi
p degerleri her iki yontem ic¢in (p=0,157 ve 0,05) anlamli bulunmadi. ELISA ile bulunan
nispeten yiiksek sensitivite ve spesifite degerlerinin de bu nedenle anlamli olmadigi
diistintildii. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda LC-MS/MS ile sekizinci saatteki sensitivite yiiksek
olmasina ragmen spesifitesi diisiik bulunmustur. Literatiirdeki sekizinci saat sonuglariyla
uyumlu bulunmustur. LC-MS/MS ‘de 16. ve 24. saatteki sirasiyla esik degerleri 0.07 pg/dL
ve 0.055 pg/dL olarak segilmis, bu degerlere gore sensitivite, spesifite degerleri sirasiyla
%92-%85 ve %92- %92 olarak bulundu. ELISA ‘da 16. ve 24. saatteki sirasiyla esik
degerleri 2.10 pg/dL ve 2.34 pg/dL olarak secilmis, bu degerlere gore sensitivite, spesifite
degerleri sirasiyla %92-%85 ve %92- %92 olarak bulundu. Literatiirde farkli yontemler
kullanilarak CS grubu hastalarla yapilmis ¢alismalar da mevcuttur. Yako ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada, sabah 08:00 saatinde alinan tiikiiriik kortizol diizeyleri i¢cin 1mg DST
oncesi ve 1 mg DST sonrasi tiikiiriik kortizol diizeyleri ile g¢alismis olup esik deger
belirlemislerdir. Calisma grubunda SCS (n=16), NFA (n= 12), birincil aldosteronizm (PA)
(n= 8), feokromositoma (Pheo) (n=6) hastalarinda 1mg DST sonras1 kortizol diizeyi ECLIA
yontemi ile olgiilmiis ve esik deger belirlenmistir. DST 6ncesi esik degeri 0.11 pg/L olarak
belirlediklerinde sensitivite %100 iken spesifite %50 olarak bulunmus, 1mg DST sonras1 esik
degeri 0.12 pg/L olarak belirlediklerinde ise sensitivite % 93.8, spesifite ise % 58.3 olarak
bulunmustur. SCS ve NFA ayriminda yaptiklar1 ¢calismanin ¢ok spesifik olmadigint da ayrica
yazmiglardir [113]. Beko ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada ECLIA ve RIA yontemleri
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kullanilarak, 127 CS’li, obez veya insidental adrenal adenomlu hastalarda gece yarisi tiikiiriik
kortizolii diizeyleri dlgiilmiistiir. ROC analizine goére ECLIA yontemi icin esik degeri 0.35
pg/dL olarak alindiginda duyarlilik %100, 6zgiilliikk %88, RIA yontemi i¢in ise 0.29 pg/dL
olarak alindiginda duyarhilik %100, 6zgiillik %71 bildirmislerdir. Yapilan caligmada gece
yarist tiikriik kortizolii 6lglimiiniin asikar hiperkortizolemi tanisi i¢in uygun bir biyobelirteg
oldugu ancak esik degerinin yiliksek oranda Metota bagli olarak degistigini belirtmislerdir
[104]. Son zamanlarda yayinlanan, 21 CS’li, 27 asemptomatik CS’li, 185 subklinik
hiperkortizolemi ve 52’ si saglikli kisiler olmak iizere yapilan bir diger calismada ise gece
yarist tiikiiriik kortizol diizeyleri ECLIA ve LC-MS/MS yontemleri ile ¢alisilmistir. ECLIA
yontemi i¢in esik degeri 0.26 png/dL olarak kullanildiginda duyarlilik %97, 6zgiillik %92,
LC-MS/MS yontemi i¢in ise esik degeri 0.18 pg/dL olarak belirlendiginde duyarlilik %95,
ozgillik %94 olarak bulunmustur [106]. Bir diger ¢alismada ise 9 adrenal CS, 43 CS ve 18
obez hastada gece yaris1 tiikiiriik kortizolii ve idrar serbest kortizolii diizeyleri l¢iilmiistiir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda gece yaris1 tiikiirik kortizolii testinin idrar serbest
kortizoliine kiyasla tanisal performansinin yiiksek oldugu ve CS tanisi i¢in primer belirteg
olarak kullanilmasinin gerekliligi vurgulanmistir [109]. Raff ve arkadaslarinin ayni 6rneklerde
RIA ve enzim immunoassay (EIA) yontemlerini karsilastirma yaptiklar1 ¢alismada, EIA’da
tikiiriik kortizol sonuglarinin RIA’dan daha yiiksek oldugu, ancak RIA ile bulunan degerin
beklenen degere daha yakin oldugu bildirilmistir [114]. Friedman ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise ELISA yontemi kullanilarak 24 CS’li hastada gece yarisi tiikiiriik kortizol
seviyeleri Ol¢iilmiis ve ELISA yontemi icin ozgillik % 95, duyarlilik % 45 olarak
bulunmustur [115]. Sonug olarak ¢aligmamizda buldugumuz 16. ve 24. saatteki esik degerlere
bagli sensitivite ve spesifite sonuclarinin literatiir ile karsilastirildiginda gelistirdigimiz LC-
MS/MS yonteminin oldukca hassas 6l¢iim yaptigi ve CS hastaligi tanisi i¢in uygun oldugu
gorilmiistiir.

Calismamizda SCS hastalarinda 6lgiilen tiikiiriik kortizolii i¢in esik degeri LC-MS/MS’de
sekizinci saatteki 0.045ug/dL olarak segildiginde sensitivite %96, spesifite ise %24 olarak
bulundu. ELISA‘da sekizinci saatteki esik deger 2.23 pg/dL secildiginde sensitivite %60,
spesifite ise %27 olarak bulundu. Sekizinci saatteki AUC degerleri ayni sekilde her iki
yontem i¢in (0.604 ve 0.331) diisik bulundu. Yaptigimiz g¢alismada sekizinci saatteki
sentitvite yliksek olmasina ragmen spesifitesi diisiik bulunmustur. Literatiirdeki sekizinci saat
sonuglartyla uyumlu bulunmustur. LC-MS/MS ‘de 16. ve 24. saatteki sirasiyla esik degerleri
0.05 pg/dL ve 0.02 pg/dL olarak segildi, bu degerlere goére sensitivite, spesifite degerleri
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strastyla (%75-%93 ve %90- %77) olarak bulundu. Literatiirde farkli yontemler kullanilarak
SCS grubu hastalarla yapilmis calismalar da mevcuttur. ELISA’da 16. ve 24. saatteki sirastyla
esik degerleri 1.15 pg/dL ve 0.92 pg/dL olarak segilmis, bu degerlere gore sensitivite,
spesifite degerleri sirasiyla (%89-%38 ve %82- %85) olarak bulundu. ELISA’da 16. saat
sonuglarinin yeterince hassas olmadigr goriildii (p=0.234). SCS olgular1 ile yapilan
caligmalarda gece yarisi tiikriikk kortizolii diizeylerinin diger HHA aks testleri ile birlikte
degerlendirildiginde tanisal giivenirlikte artisin s6z konusu oldugu bildirilmistir [116].
Palmieri ve arkadaslari, SCS’in biyokimyasal tanisi igin Olgtiikleri gece yarist tiikiirtik
kortizolii sonuglarmin duyarlilik ve 6zgiilliiglinlin 1 mg deksametazon testi bulgulan ile
beraber degerlendirildiginde  sirastyla %889 ve  %85.2 olarak  bulundugunu
belirtmislerdir[117]. Ancak LC-MS/MS ile gergeklestirdikleri kortizol 6l¢timiiniin tanisal
dogrulugunu karsilagtirmak icin ayni hastalarda baska bir yontemle dl¢iim yapamadiklarini ve
bu durumun calismanin sinirliligi oldugunu belirtmiglerdir. SCS’li hastalarda gece yarist
tiikiliriik kortizoliiniin tanisal degerini inceleyen [118] ve immunassay yontemi ile yapilan
caligmada ise gece yaris1 tiikiiriik kortizol diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
bulunmustur. Ancak immunassay yontemi igin en iyi performansin gozlendigi esik degerinde
(0.18 pg/dL) duyarliligin %82, 6zgiilliigiin %60 oldugu belirtilmistir. Masserini ve arkadaslar
immiinoflorometrik yontem ile Olgiilen gece yaris1 tiikriik kortizoliiniin SCS tanisinda
duyarlilik ve 6zgiilligiiniin sirasiyla %27.7 ve %87.7 bulundugunu belirtmislerdir [116]. Gece
yarisi tiikiiriik kortizoliiniin tanisal giicii ve klinik karar verme esiklerini yayinlayan bu ve
benzer aragtirma calismalarinda oldukg¢a farkli sonuclar elde edilmistir ve halen bir goris
birligi mevcut degildir. Calismamizda buldugumuz 16. ve 24. saatteki esik degerlere bagl
sensitivite ve spesifite sonuglarmin literatiir ile karsilagtirildiginda LC-MS/MS ile
gelistirdigimiz yontem caligmasinin oldukg¢a hassas 6l¢lim yaptig1 goriilmiistiir. Bu baglamda
bu esik degerlerin kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte SCS tanisinda kabul
gormiis ve siklikla kullanilan 1mg DST sonrasi 6lcililen serum kortizol degerleri i¢in segilen
esik degerler farkli otoritelere gore farklilik gostermektedir. National Institute of Health-
A.B.D. ve Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi esik degeri 5 pg/dL olarak kabul ederken
[59], Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Dernegi ve Akdeniz
Endokrinologlar Birligi esik degeri 3 pg/dL olarak kabul etmektedir [15]. Endojen
hiperkortizolemi 1.8 pg/dL esik degeri  ile bilyiikk oranda disladigi bilinmektedir
[6].[7].[13],[14]. Ancak 1 mg deksametazon sonrasi Olgiilen serum kortizolii sonuglarinda
saptanan ara degerlerin (1,8-3 veya 1,8-5 pg/dL) nasil yorumlanacagi, gergcek bir

hiperkortizolemik durum olup olmadigi heniiz netlesmemistir. Bu durumda Tirkiye

87



Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi deksametazon siipresyon test(ler)’i disinda HHA aks
ile ilgili diger gostergeler de (idrar serbest kortizolii, ACTH diizeyi, DHEAS diizeyi ve gece
serum Kortizol diizeyi) adrenal gland kaynakli otonom glukokortikoid salgisinin varlig
gostermede degisik duyarlilik ve 6zgiilliik oranlart ile kullanilabilecegini bildirmistir. Bazal
ACTH ve DHEAS diizeylerinin, 6rnek ¢alisilmasi ile ilgili teknik sorunlar, 6zellikle DHEAS
icin gecerli olan yaslanma ile dogal baskilanma siireci nedeni ile kullanim1 sinirlanmaktadir.
Nitekim bizim ¢aligmamizda bu sdylemi dogrular nitelikte tim gruplar arasinda yaptigimiz
korelasyon galismasinda DHEAS seviyelerinin yas ile negatif yonde zayif diizeyde anlamli
bulunmustur. Ancak SCS, ACTH bagimsiz bir ilimli hiperkortizolemi durumunu yansittigi
icin, baskili ACTH diizeyleri (< 10 pg/ml) veya yas ile uyumsuzluk gosterecek kadar baskili
DHEAS diizeyleri SCS tanisinin dogrulanmasinda dnem tagimaktadir [119]. Bir diger HHA
testi olan idrar serbest kortizolii ise ancak farkli kosullarda birgok ilacla etkilesimi nedeniyle
ile yanlis pozitif ve negatif sonuclar gozlenebilmektedir [55]. Sonuglarin fazla sivi alimi,
tamamlanmayan toplama ve bdbrek yetmezliginden etkilendigi belirtilmistir. Calismamiz
gruplarinin rutin parametrelerinin  Ol¢lim sonuglar1 ve tiikiiriik kortizolii bulgular ile
korelasyonlar1 degerlendirildiginde; 1mg DST sonuglarinin ELISA 08.00 tiikiiriik kortizolii
diizeyi hari¢c hem LC-MS/MS hem de ELISA ile 6lgiilen tiim saatler ile orta giiglii diizeyde
korelasyona sahip oldugu goriildii. Bu anlamda sonuclarin 1 mg DST ile uyumlu ve korele
oldugu disiiniilmektedir. 1 mg deksametazon sonrasi 6lgiilen kortizol diizeyleri CS ve SCS
grubu hastalarda NFA grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.000, 0.000). Ancak CS ve
SCS gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.074). Serum kortizol diizeyleri ag¢isindan
ise U¢ grup arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.063). ACTH ve DHEAS diizeyleri
acisindan CS-NFA gruplart arasinda anlamli fark bulunmadi (sirasiyla p=0.709, 0.850).
Bununla birlikte 6gleden sonra 16.00’da alinan tiikiirik 6rneklerinde LC-MS/MS ile 6lgiilen
tikiirtik kortizolii diizeyi CS grubunda NFA ve SCS gruplarina gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (sirasiyla p=0.001, 0.032). Gece 24.00’da alinan tiikiiriik Orneklerinde Olgiilen
kortizol diizeyi CS grubunda NFA ve SCS gruplarina gore anlamh olarak yiiksek bulundu
(swrastyla p=0.000, 0.008). Ayrica SCS gruplarinda da o6lgiilen kortizol diizeyi NFA grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0004).

Bizim ¢aligmamizda ii¢ saat icin de hem SCS’ li hem de NFA’ 1 grup ile ¢alisilmis ve 16. ve
24. saatte yiiksek sensitivite ve yiliksek spesifite ile esik deger belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda kullannmi yaygin olan HHA aks testlerinde yasanabilecek dezavantajlarin
olmas1 nedeniyle hastada stres olusturmayan, ev ortaminda bile alinabilen, hassas ve stabil bir

test olmasi gibi birgok avantaja sahip tiikiiriik kortizol dl¢limiiniin yayginlastirilmasi gerektigi
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diisiincesindeyiz. Bu sebeple 6zellikle SCS tanisinda 6zellikle ara degerlerin 1mg DST igin
1,8-3 veya 1,8-5 ug/dL bulundugu hastalardan saat 16:00” da ve 24:00° de alinan tiikiiriik
kortizol sonuglarin klinisyene tani koymada yardimci olacagi ve tedaviye yon vermede

yardimci1 olacagi diisiincesindeyiz.

4. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular 1s181inda sonuglarimiz asagidaki gibi 6zetlenebilir;

CLSI kilavuzu baz alinarak LC-MS/MS ile tiikiiriik kortizolii 6l¢limii i¢in yeni bir yontem
gelistirildi ve tiim analitik yontem gecerlilik calismalari yapildi. Metot karsilagtirma
caligmalar1 kapsaminda ELISA yoOntemi ile karsilagtirma yapilarak iki yontemin uyumu
degerlendirildi. Caligmamizda iki yontemin birbirine korele ve uyumlu oldugu bulundu.
Bununla birlikte LC-MS/MS ile kortizol dl¢lim yontemimiz gruplar arast ayrimi ozellikle 16.
ve 24. saatlerde alinan tiikiiriik 6rneklerinde tanisal algoritmaya katkida bulunmasi ve ditirnal
ritmi ortaya koymasi agisindan ELISA yontemine gore daha hassas, dogru ve giivenilir oldugu
gosterilmistir.

Calismamizda kontrol grubumuz NFA’l1 kisilerde kortizol diizeyleri en yiiksek sabah 08:00,
azalma egiliminde 16:00” da ve en diislik de gece 24:00 bandinda goriilmiis olup diurnal ritmi
yansittigl gorilmistiir.

LC-MS/MS ve ELISA yontemlerinin sirkadyen ritim sonuclarmin karsilastirilmas: aym
zamanda da 08:00-16:00 ve 24:00 saatlerinin de kendi arasinda gruplari birbirinden
ayirmadaki basaris1 degerlendirildi. CS hastalarinda her ii¢ saatte de kortizol diizeyleri yiiksek
bulunarak literatiir ile uyumlu sonuglar bulundu.

LC-MS/MS ‘de 16. ve 24. saatteki sirasiyla esik degerleri 0.07 pg/dL ve 0.055 pg/dL olarak
secilmis, bu degerlere gore yiiksek sensitivite ve spesifite bulundu. Calismamizda
buldugumuz 16. ve 24. saatteki esik degerlere bagli sensitivite ve spesifite sonuclarinin
literatiir ile karsilastirildiginda gelistirdigimiz yontem calismasinin oldukc¢a hassas 6l¢iim
yaptig1 goriilmiistiir.

CS ve SCS tanisinda tanit koydurucu etkiye sahip tarama testi iizerinde goriis birligine
varilmig Img DST sonuglarinin ELISA 08.00 tiikiiriik kortizolii diizeyi hari¢ hem LC-MS/MS
hem de ELISA ‘daki tiim saatler ile orta diizeyde korelasyona sahip oldugu goriildii.
Calismamiz her {i¢ grubu birlikte farkli iki yontemle inceleyen ve olgiilen tiikiiriik kortizolii
diizeylerinin hastalardaki diurnal ritmi, tanisal degeri ve klinik korelasyonlari agisindan

oldukca kapsamli sekilde degerlendirilmis olup, 6zellikle SCS tanisinda 16. saat ve 24. saat

89



lerde oOlgiilen tiikiirik kortizoliiniin belirlenen esik degerleri ile birlikte ayirici tanida
klinisyenlere ve hastalara fayda saglayacag diislincesindeyiz.

Sonug olarak, elde edilen bulgularin hiperkortizoleminin ayirict tanisina, klinik seyrine ve
tedaviye yanitin degerlendirilmesine 151k tutacagi diisiincesindeyiz. Calismamizin ayrica
uluslararas1 gelismis merkezler yami sira llkemizde de sayili klinik laboratuvarda
kullanilmaya baglanan tandem kiitle spektrometrik yoOntemin yayginlagsmasina ve
standardizasyonuna yonelik girisimlere katkida bulunacagi, dolayisiyla tiikiiriik kortizolii
Olclimiinde yasanan sorunlar nedeniyle olasi hatali sonuglarin 6nlenmesi konusunda ve 6lgiim

maliyetini diisiirme yoniinde yarar saglayacag1 goriisiindeyiz.
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Ek 2: Arastirma Amach Calisma i¢in Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
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Kiitle Spektrometri Yontemleri ile Olciilen Tiikiiriik Kortizoliiniin Tanisal Degeri
ve Diiirnal Ritmi Ortaya Koymadaki Basarisinin Degerlendirilmesi” baslikli
arastirma c¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama karari
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ile yapabileceginiz acisiz ve dis firgalamak kadar basit bir islemdir. Bu ¢alisma ile
sizden alinan tiikiirik numunelerinde “stres hormonu” olarak bilinen kortizol 6l¢limii

gerceklestirilecektir.

Calismaya katilmakla parasal bir yiik altina girmeyeceksiniz ve bu calisma bagh
bulundugunuz sosyal giivenlik kurumuna da ek bir mali ylikiimliiliik getirmeyecektir.
Tim ¢alisma masraflari, aragtirma biitcesinden karsilanacaktir. Calismaya katilmay1
kabul etmeniz durumunda size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu ¢alismada sizin i¢in beklenen bir rahatsizlik ya da risk s6z konusu degildir. Calisma
doktorunuz, aragtirmada yer alan diger arastiricilar kisisel bilgilerinizi arastirmayi ve
istatistiksel analizleri ylriitmek icin kullanacaktir ancak, kimlik bilgileriniz gizli
tutulacaktir. Calismanin sonunda size ait sonuclar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz
oldugu gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Bu bilgiyi sizin

disinizda biriyle paylasmamiz da ancak sizin izninizle olacaktir.
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Bu calismaya katilmay1 reddetme hakkina sahipsiniz. Reddettiginiz takdirde de hastalik
takibiniz olagan sekilde devam edecektir. Eger caligmaya katilmaya karar verirseniz
imzalamaniz i¢in size bu “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” verilecektir.
Calismadan herhangi bir zamanda, mazeret belirtmeksizin ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyant)
Yukarida, goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Kendi

basima belirli bir diisiinme siliresinden sonra, tibbi amag ile gergeklestirilecek olan bu
aragtirmaya “katilimer” olarak katilma karar1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda kigisel
bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ayni sekilde arastirici da beni ¢alisma dis1 birakabilir.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayicit bir davranigla karsilasmadim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime bir zarar getirmeyecegini biliyorum.
Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anladim. Bu arastirmaya katilmay:1 kabul
ediyor ve bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Arastirici, saklamam i¢in
bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da igerecek

sekilde bana teslim etmistir.

Katilhmel Goriisme tami@l
Adi, soyadz: Adi, soyadz:
Adres: Adres:

Tel. : Tel. :

Tarih: Tarih:

Imza: Imza:

Katilimei ile goriisen hekim
Ads, soyadz:

Adres:

Tel. :

Tarih:

Imza:
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Bu ¢alisma i¢in alian tiikiiriik 6rneklerinin daha sonra farkl: bir bilimsel arastirma
amaciyla kullanilmasina:

() izin veriyorum

() izin vermiyorum
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Ek 3: Tiikiiriik toplama tiipii kisa kullamim kilavuzu

Zz EYLg e
s ‘o PO

1) DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI v

- lfcof g ?_'\’.1
? Tip Fakiiltesi Endokrinoloji AD. \ Siﬁél.lgl /
- . BILIMLE
177 ENSTITOSO
\“, o

1ZMIR-1982

Salivette Tukiiriik Toplama Tupii Kullanimi

1. Tupiin kapagi agihr 2. Tiipiin icindeki pamuk gikartilir

3. Pamuk agizda 2 dakika boyunca hafifge cignenir

4, Pamuk geri yerlestirilir 5. Tiipiin kapagi kapatilir.
islem bitince tiipiin iizerine saat yazilir.

LUTFEN DIKKAT: Tiikiiriik , sabah digler firgalanmadan ve ag karnina, giin iginde ise yemek yedikten
ya da birgeyler ictikten 3 saat sonra alinmalidir. ( Su igilebilir)

Size 3 adet numune toplama tiipii verilecektir, sabah 08:00 - 6glen 16:00 ve gece 24:00
olmak lizere 3 kez tiikiiritk numunesi toplanmasi gerekmektedir.
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Ek 4: Poster sunumu

P
s -
Faygyan

TUKURUK KORTizOL OLCUMUNDE IMMUNOASSAY VE
SIVI KROMATOGRAFi-TANDEM KUTLE SPEKTROMETRI

METOTLARININ KARSILASTIRILMASI
Hiisniye Sahin?, Gamze Tuna?, Abdullah Serkan Yener®, Stileyman Cem Adiyaman®,

Basak Ozgen Saydam®, Nazli Ecem Dal® Yagmur Yavas®, Gl Hiiray islekel®c

@ Dokuz Eylil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiller Tip Anabilim Dali, izmir,
bDokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrin ve Metabolizma Hastaliklari Bilim Dali, izmir
© Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, izmir

GENEL BiLGILER VE AMAC

Adrenal adenomlar, adrenal bezin en sik gorilen iyi huylu tumorleri olup, gorintilemelerde siklikla rastlantisal olarak tespit
edilen kitle lezyonlandir. Adrenal lezyonlarin yaklasik %75-80'ini fonksiyon gostermeyen adrenal adenomlar ve diger az
gorllen kitleler olusturur iken, %20-25 hastada feokromositoma, androjen Greten tiimaor, primer hiperaldosteronizm, Cushing
Sendromu (CS) veya Subklinik Cushing Sendrom (SCS)'una neden olan fonksiyonel adrenal kitleler saptanir. CS ve SCS
tanisinda Gzerinde gorls birligi saglanmis olan tarama testi 1 mg deksametazon supresyon (1 mg DST) testidir. Ancak, ayni
bireyde dahi, degisik zamanlarda 1 mg DST sonrasi kortizol diizeyleri belirgin degiskenlik ve tutarsizliklar gosterebilmektedir.
Son yillarda yapilan galismalarda, CS tanisinda gece yanisi tikirik kortizolinin yiiksek sensitiviteye sahip olmasi bu testin
tarama ve tani amacli kullanilmasi 6nerilmektedir.
Bu calismada LC-MS/MS ile tikiriik kortizoll &lctimii icin yontem gelistirilmesi ve gelistirilen LC-MS/MS yénteminin tanisal
performansinin immiinoassay testi ile karsilastinlmasi amaglanmistir.

YONTEM

Yéntem gelistirme calismalar CLSI 62 —-A
kilavuzuna gore vyapilarak, dogruluk,
linearite, LOB, LOD ve LOQ
tekrarlanabilirlik, geri kazanim, tasima,
saglamhk parametreleri calisildi.
Metodun saglamliginin test edilmesi igin
DEU Tip Fakiiltesi Endokrin Poliklinigi’'ne
basvuran 5CS, CS ve fonksiyonel olmayan
adenom (NFA) hastalarindan (n=121)
(Etik kurul; 29.03.2018 tarih ve 2018/08-
34 karar numarasi) tukurik ornekleri
08.00, 16.00, 24.00 saatlerinde toplandi.
Orneklerde kortizol diizeyleri LC-MS\MS
(Shimadzu LC-20AD - AB  Sciex
4000QTRAP) ve ELISA (Biovendor, Cek
Cumhuriyeti) ile cahsildi.

SONUC

s

Gergeklestirilen g¢alisma sonucunda LC-
MS/MS yénteminin tikirik kortizolii
6lclimi icin oldukca hassas ve glvenilir
oldugu, elde edilen bulgularin ELISA
yontemi sonuglari ile de uyumlu oldugu

gozlendi.

Ayrica LC-MS/MS yontemi ile hastalarda
olglilen takdrik kortizolinin didrnal
ritmi yansittigi gdzlenmis olup ve klinik
tanida 1 mg DST testi ile birlikte
degerlendirilmesinin uygun olabilecegi

distnulmektedir.

Dogruluk

Linearite

Lob&LoqQ

Tekrarlana
bilirlik

Tasima

Geri
Kazanim

Metot
Saglamhg

BULGULAR

* CLS| EP15A2 kilavuzu kullanild

« 0,1, 5 100 pg/L standartlar calsildi % dogruluk
degerleri sirasiyla %98.8, 102.2 ve 1067 olarak
bulundu

= CLSI EP6-A kilavuzu kullanildi.

« Kalibrasyon grafiginin (0.01-10 pg/L) R? degeri 0,9997
(Sekil 1)

« Linearite grafiginin (0.5-200 pg/L) R
0,9999 bulundu

degeri

= CLSI EP17-A2 kilavuzuna gore galigildi.

« LOD: Deteksiyon limiti ( Sinyal/Guriilti orani (S/N)=3)
LOQ: Kantitasyon limiti (S/N= 10 olarak segildi). LOD
degerl 0.01 ug/L, LOQ deferi 0.1 pg/L olarak bulundu
( ekil 3, sekil 4)

* CLSI EP05-A2 kilavuzuna gore calisildi.

* 01, 5, 100 pg/mUlik standartlarla, giin igi ve glnler
arasi tekrarlanabilirlik  cabsild;, % €V sonuclan
sirasiyla 13.76, 8.27, 6.75 ve 16.46, 2.32, 2.38 olarak
hesapland.

 CLSI EP10- A kilavuzu referans olarak alind.

« Yuksek konsantrasyon olarak 100 pg/mL standart
okutuldu, dusik konsantrasyon olarak ise blank
okutuldu bu iglem ard arda 10 kez tekrarlandi.

¢ CLSI 62-A ve C 50-A kilavuzlan referans alinarak
calisildi.

« 0.5, 5, 50 pg/Ulik standartlar kullanildi .Pre SPE ve
Post SPE olmak (zere ikl asamada ¢alisildi.

* % R degerleri sirasiyla pre spe i¢in; 115.1, 100.9,
78.9, Post Spe icin; 117.9,134.4, 83.8 olarak bulundu.

* Metot saglamlgi calismasi icin €S (n= 20), 5CS(n= 52)
ve NFA (n =49) olmak Gzere Uc farkll gruptan G farkh

saatte alinan tikirisk Srnekleri caligildi. Her Iki yéntem |~
arasinda pozitif yénde anlaml korelasyonlar saptandi |~

(r=0.278, 0.467, 0.590 p= 0.037,0.000, 0.000)
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Sekil 1: LC-MS\MS ile 8lglilen kortizol kalibrasyon
grafigi
Tidkidrdk Kortizold ELISA Standart Grafik
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Sekil 2: Kortizol ELISA kalibrasyon grafigi

o L
A V0 L

b il
{0 \|I|| LLLCANTER VIR IR e

Sekil 3: Kortizol deteksiyon limiti

Sekil 4: Kortizol kantifikasyon limiti



EK 5. OZGEGMIS

1. GENEL BILGILER

Diizenleme Tarihi:

20.12.2020

Adi Soyadi:

Yazigma Adresi:

Dogum Tarihi ve Yeri:

Husniye Sahin

Yabanci Dil ingilizce
ALES Puani
Askerlik Durumu -
Medeni Durum
Tel: GSM:
E-Posta: Faks:
2. EGITIM
Og.;.renmj Derece Universite/Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alani
Donemi
Mugla Universitesi/Fen- -
2004- 2008 Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
2014-2021 Dokuz Eylil Universitesi Molekuler Tip
3. MESLEKI DENEYIM
Gorev Donemi Unvan Kurum Bolim
2011-Halen Uygulama Roche Satis sonrasi destek
Uzmani
2009-2011 Uygulama El-med medikal Aplikasyon
Uzmani
4.BILDIRILER

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler

31. Ulusal Turk Biyokimya Kongresi Poster sunumu (18-20 Aralik 2020 Sanal Kongre)

5. Dinleyici Olarak Katildigi Bilimsel Toplantilar

Tarih Kurs/Kongre
Ekim 2014 DNA Hasari, onarimi ve proteomiks kursu
18-20 aralik 31. Ulusal Biyokimya Kongresi
2020

106




