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OZET

Amac: Bu calismada 20-49 yas arasi erkek goniilliilerde serbest testosteron (sT) ve
biyoyararli testosteron (bioT) hesaplamalarinda kullanilan algoritmalarin sonuglari ile
sT analizlerinde denge diyaliz yontemi sonuglarinin metabolik sendrom profilleri ile

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Dahil etme ve diglama kriterlerine uygun 188 erkek goniillii i¢in
degerlendirmeler yapildi. sT ve bioT hesaplamalarinda Vermeulen ve ark. (sTvermeulen,
bioTvermeutlen), Sodergard ve ark. (STsodergard, DIOTsodergard), Emadi-Konjin ve ark.
(STEmadi-Konjin, PIOTEmadi-Konjin), Morris ve ark. (bioTwmoris), Ly ve ark. (sTvy) ile Wheeler
(STwheeler)’in  bildirdigi  algoritmalar  kullanildi. Denge diyalizi  sonrasi
elektrokemiliiminesans immiindl¢iim (ECLIA) metodu ile serum serbest testosteron
(DDsTecLia) diizeylerinin belirlenmesinde saf politetrafloroetilen malzemeden yapilan
96-kuyucuklu bloklar, regenerated-cellulose membranlar (10kDa) ve HEPES

tamponu kullanildi.

Bulgular: Bu ¢alismada yasin karistirici etkisinden arindirilmis gruplar igin metabolik
sendromu olan grupta metabolik sendromu olmayan gruba kiyasla sTemadi-konjin Ve
DioTemadi-konjin hari¢ diger bes algoritmalar i¢in hesaplanan sT (nmol/L) ve bioT
(nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlami diisiik iken (p<0,05), yine bes
algoritmalar i¢in hesaplanan sT (%) ve bioT (%) ortalama degerleri istatistiksel olarak
anlami yiiksekti (p<0,05). Metabolik sendromu olmayan gruba kiyasla metabolik
sendromu olan grupta DDSTecLia (nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak
anlaml farkli degil iken (p=0,225), DDsTecLia (%) ortalama degerleri istatistiksel
olarak anlaml yiiksekti (p=0,038). Metabolik sendromu olmayan grupta sTvermeulen
(nmol/L) ile, ayr1 ayri sTsodergard (NMOI/L), STwheeler (NMoI/L) ve sTry (nmol/L)
arasinda, metabolik sendromu olan grupta minimal diigiisler olmakla beraber, pozitif
yonde c¢ok kuvvetli korelasyonlar saptandi (r>0,910 ve p<0,0001). Ek olarak,
metabolik sendromu olmayan grupta STvermeuen (NMOI/L) ile DDSTecLia (nmol/L)
arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyon saptanirken (r=0,630, p<0,0001),
metabolik sendromu olan grupta pozitif yonde zayif derecede korelasyon (r=0,393,
p<0,0001) saptandi. Metabolik sendromu olmayan grupta sTvermeuen (%) ile
DDsTecLia (%) arasinda belirlenen korelasyon katsayilarinda (r=0,630, p<0,0001)
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metabolik sendromu olan grupta belli derecede diismesine ragmen (r=0,564,
p<0,0001) her iki grupta bu degiskenler arasinda pozitif yonde orta derecede

korelasyonlar saptandi.

Sonu¢: Bu sonuglar sT ve bioT icin nmol/L diizeyleri ile beraber %
degerlendirmelerinin de Onemini vurgulamaktadir. Ancak, klinik takipte sT
analizlerinde kullanilan immiindl¢lim yoOntemlerinin izlenebilirlikleri i¢in farkli
referans materyaller kullanilmasinin sT (%) diizeylerini belirlemede tutarsizliklara yol
acabilecegini belirtmek 6nemlidir. Bunun 1s181nda, bu ¢aligmada 6nerilen, bazal total
testosteron ve denge diyalizi sonrasi serbest testosteron analizlerinde ayni
kemiliiminesans immiindl¢iim yonteminin kullanildig1 prosediirii tanimliyoruz. Bu
prosediir umut verici bir ¢oziim sunmaktadir, ancak gelecekte potansiyelini ve
sinirlamalarin1 ayrintili olarak anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu

aciktir.

Anahtar Kelimeler: biyoyararli testosteron, serbest testosteron, denge diyaliz,

kemiliiminesans immiin6l¢iim, metabolik sendrom
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to evaluate the algorithms used to calculate free
testosterone (fT) and bioavailable testosterone (bioT) and the equilibrium dialysis
method in fT analyses with metabolic syndrome profiles in male volunteers aged 20-
49,

Materials and Methods: Evaluations were performed for 188 male volunteers who
met the inclusion and exclusion criteria. The algorithms reported by Vermeulen et al.
(FTvermeuten, DIOTvermeuten), Sodergard et al. (fTsodergard, DIOT sodergard), Emadi-Konjin et
al. (FTemadi-Konjin, DIOT Emadi-konjin), Morris et al. (bioTmoris), Ly etal. (fTwy), and Wheeler
(FTwheeler) Were used in the calculations of fT and bioT. In determining of serum free
testosterone (EDfTecLia) levels by electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)
method after  equilibrium  dialysis, 96-well blocks made of pure
polytetrafluoroethylene material, regenerated-cellulose membranes (10kDa), and
HEPES buffer were used.

Results: In this study, for the age-adjusted groups, the mean values of fT (nmol/L) and
bioT (nmol/L) calculated for the other five algorithms except fTemadi-konjin and
bioTemadi-konjin Were statistically significantly lower in the group with metabolic
syndrome compared to the group without metabolic syndrome (p<0.05), while the
mean values of fT (%) and bioT (%) calculated for the five algorithms were statistically
significantly higher (p<0.05). While the mean values of EDfTecLia (nmol/L) were not
statistically significantly different in the group with metabolic syndrome compared to
the group without metabolic syndrome (p=0.225), the mean values of EDfTecLia (%)
were statistically significantly higher (p=0.038). In the group without metabolic
syndrome, robust positive correlations were found between fTvermeulen (NMol/L) and
separately fTsodergard (NMOI/L), FTwheetler (NnMol/L) and fTry (nmol/L), although there
were minimal decreases in the group with metabolic syndrome (r>0.910 and
p<0.0001). In addition, in the group without metabolic syndrome, a moderate positive
correlation was found between fTvermeuten (NMol/L) and EDfTecLia (nmol/L) (r=0.630,
p<0.0001), while in the group with metabolic syndrome, a weak positive correlation
(r=0.393, p<0.0001) was found. In the group without metabolic syndrome, although
the correlation coefficients determined between fTvermeuten (%) and EDfTecLia (%)
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(r=0.630, p<0.0001) decreased to a certain extent in the group with metabolic
syndrome (r=0.564, p<0.0001), moderate positive correlations were found between

these variables in both groups.

Conclusion: These results emphasize the importance of % evaluations along with
nmol/L levels for fT and bioT. However, it is important to note that immunoassay
methods used in fT analyses in clinical follow-up may lead to inconsistencies in
determining fT (%) levels due to the use of different reference materials for their
traceability. In light of this, we introduce the procedure proposed in this study, using
the same chemiluminescence immunoassay method to analyse basal total testosterone
and post-equilibrium free testosterone. This procedure offers a promising solution, but
it's clear that further studies are needed to understand its potential and limitations in

the future exhaustively.

Keywords: bioavailable testosterone, free testosterone, equilibrium dialysis,

chemiluminescence immunoassay, metabolic syndrome
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1. GIRIS

Saglikl1 yetiskin erkeklerde, dolasimdaki testosteronun %44'i spesifik olarak
seks hormonu baglayic1 globuline (SHBG), %50'si spesifik olmayan bir sekilde
albiimine ve %3,5"1 kortizol baglayic1 globuline baglanmakta olup sadece %1-3"i
serbesttir (1-3). Testosteronun SHBG’ye baglanmasi molekiilii inaktif halde tutar ve
testosteronun hiicrelere girmesi engellenerek serbest hormon miktari kontrol edilir (4).
Ancak serbest hormon hipotezinin aksine (5), tireme dokularinda bulunan bazi
endositik reseptorlerin biyolojik olarak aktif ve SHBG'ye bagli androjenlerin
SHBG’nin bir kofaktdr olarak kullanilarak hiicresel aliniminda gorev yapabilecegi de
gosterilmistir (6). Albumine bagli testosteron formunda daha zayif bir baglanma
oldugundan, testosteron belli durumlarda albiiminden ayrilabilir ve biyolojik olarak
aktif testosteron seviyesini artirabilir (7). Non-SHBG testosteron olarak da ifade
edilebilen biyoyararl: testosteron (bioT) (serbest testosteron (ST) + albiimine bagli
testosteron) ile serbest testosteronun korelasyonlarinin ¢gogu vakada kabul edilebilir

diizeylerde oldugu ve birbirlerinin yerine kullanilabilecegi de rapor edilmistir (8).

BioT amonyumsiilfat ¢okeltme teknigi ile ex vivo olarak 6l¢iilebilir (9). Serbest
testosteron ol¢limiinde referans yontem, denge diyalizi sonrasi kiitle spektrometrisi
(MS) tabanli tekniklerle 6l¢iimdiir (10). Denge diyaliz uygulamalari ile elde edilen
ultrafiltratlarda serbest testosteron analizleri i¢in literatiirde MS ve radyoimmiinoassay
(RIA) gibi yontemlerin kullanilabilecegi bildirilmistir (8,10-12). Ancak hem
amonyumsiilfat ¢coktiirme hem de denge diyaliz metotlarinin otomatize edilememesi,
analiz siirelerinin uzun olmasi ve maliyetli olmasi nedenleri ile bu metotlar serbest
testosteron analizleri i¢in ¢ogu laboratuvarda rutin olarak kullanilmaz. Serbest
testosteron ve bioT konsantrasyonlari, ayrica yayinlanmis birkag¢ algoritmadan biri
kullanilarak da hesaplanabilir. Serbest testosteron ve bioT'yi hesaplamak i¢in en
yaygin olarak kullanilan iki denklem, Vermeulen ve ark. (8) ve Sodergard ve ark.
(13)’nin bildirdikleridir. Bu algoritmalar, total testosteron, SHBG ve albiimin
konsantrasyonlar1 ve testosteronun SHBG ve albiimine baglanma sabitleri
bilindiginde, serbest testosteron ve bioT'min hesaplanabilecegini varsayar. Bu
hesaplamalar, testosteronun SHBG (ki) ve albiimine (ka) baglanmasi igin iliski

sabitinin uygun bir tahminine baglidir. Bu denklemlerde albumine baglanma iliski



sabiti (ka) ve SHBG baglanma iligki sabitleri (kt) i¢in Vermeulen ve ark. (6),
Sodergard ve ark. (13) ve Emadi-Konjin ve ark. (14)’nin bildirdikleri algoritmalarin
nasil kullanilacagi Tablo 8’de belirtilmistir. Ancak SHBG baglanma iliski sabitleri (ki)
icin bu 3 calisma grubu disinda 16x108 L/mol (15) ve 19x10® L/mol (16) olarak
bildirilenler de mevcuttur. Bu Vermeulen ve ark. ile Sodergard ve ark.’nin bildirdikleri
yaklasimin disinda daha pragmatik bir yaklagim, serbest testosteron veya bioT
Ol¢timiine dayali bir algoritma olusturmak ve bu algoritmayi, total testosteron ve
SHBG konsantrasyonlar1 temelinde sonraki numunelerde serbest testosteron veya
bioT'yi tahmin etmek i¢in kullanmak olmustur. Serbest testosteron veya bioT
konsantrasyonlarini tahmin etmek i¢in son zamanlarda ¢ok sayida numunede altin
standart teknikle Glgiilen konsantrasyonlara dayali Emadi-Konjin ve ark. (14), Morris
ve ark. (17) ile Ly ve ark. (18)’nin bildirdigi 3 yeni algoritma Onerildi. BioT
hesaplamasinda Emadi-Konjin ve ark. (14), Morris ve ark. (17)’nin bildirdigi
denklemler ile serbest testosteron hesaplamasinda Ly ve ark. (18)’nin bildirdigi
denklem Tablo 9’da belirtilmistir.

Bir yanda Vermeulen ve Sodergard algoritmalari, diger yanda Emadi-Konjin,
Ly ve Morris hesaplamalar1 temelde farkli yaklasimlardan gelistirilmistir. Vermeulen
ve Sodergard denklemleri, bioT ve serbest testosteronu hesaplamak igin total
testosteron, SHBG ve testosteronun albiimin ve SHBG'ye baglanmas: i¢in iligki
sabitlerinin degerlerinin kullanildig1 kiitle etkisi yasasina dayanmaktadir. Bu
algoritmalar i¢in iligki sabitleri deneysel olarak elde edilmis ve altin standart bir
teknikle (8,12,19) hesaplamalarin sonuglar1 karsilagtirilarak dogrulanmigtir. Van
Uytfanghe ve ark.’nin (12) sonuglarinda belirtildigi gibi, iliski sabitleri ile bu sabitler
kullanilarak elde edilen sonuglar arasindaki tutarlilik, bu algoritmalarin giivenilirligine

katkida bulunur.

Emadi-Konjin ve ark. (14) ve Morris ve ark. (17) 6nce bioT'yi amonyum-siilfat
presipitasyonu ile Olgtiiler ve bu sonuglari total testosteron ve SHBG
konsantrasyonunu kullanarak diger numunelerdeki bioT konsantrasyonlarini1 tahmin
etmek icin bir algoritma olusturmak i¢in kullandilar. Sonuglar ile optimal korelasyon
elde etmek i¢cin Emadi-Konjin ve ark. (14), albiimin ve SHBG'ye testosteron
baglanmasi i¢in baglanma sabitlerini degistirerek Vermeulen ve Sodergard tarafindan
kullanilan denklemi degistirdiler. Morris ve ark. (17), dlglimlerine dayali olarak bir

2



regresyon denklemi olusturmustur. Ly ve ark. (18) ilk olarak yaklasik 4000 numunede
serbest testosteronu tahmin etmek igin bir ultrafiltrasyon metodu kullanmistir. Daha
sonra bu orneklerde serbest testosteronu tahmin etmek igin 2 regresyon modeli
olusturdular; total testosteron konsantrasyonlari 5 nmol/L igin bir denklem ve bu
konsantrasyonun iizerindeki konsantrasyonlar i¢in baska bir denklem. Vermeulen ve
Sodergard yontemlerinin aksine, Morris, Ly ve Emadi-Konjin algoritmalar1 yalnizca
Olgtimlerinin  dogruluguna dayanir. Regresyon temelli serbest testosteron

hesaplamasinda baska bir yontem Wheeler MJ’nin bildirdigidir (20).

SHBG, primer yapisi iki disiilfid bagi ile 373 amino asit kalintisindan olusan
90 kDa'lik bir glikoproteindir. Bu alt birimlerden her birinde tek bir steroid baglama
bolgesi vardir. Glikozilasyon serum yar1 Omriinii uzatir. Temel islevi, serbest
hormonlarin dolasimdaki konsantrasyonlarini ve bunlarin hedef dokulara taginmasini
diizenleyen, seks steroidleri i¢in bir tagima proteini olarak kabul edilmistir (21). SHBG
konsantrasyonlar1 diyet, viicut kitle indeksi (VKI), insiilin konsantrasyonlar1 ve yas
gibi degiskenlerle iliskili oldugundan, testosteronun biyoaktif kisimlarinin (Serbest
testosteron ve bioT) dogru degerlendirilmesinde dikkate alinmalidir (22—24). 40-70
yas arast 1552 erkek birey ile yapilan bir ¢aligmada testosteron ve estradiol (E2)
diizeyleri kontrol edildikten sonra SHBG diizeyleri ile lifli gida alim1 ve yas arasinda
pozitif korelasyon, ancak SHBG diizeyleri ile VKI ve protein alimi arasinda negatif
korelasyon bildirilmistir (24). 40-70 yas arasi erkek bireylerle yapilan baska bir
caligmada total testosteron ve bioT nin ilerleyen yas ile beraber yilda sirasiyla %0,2
ve %0,7 azaldig1;; SHBG’ nin ise ilerleyen yas ile beraber yilda %]1,1 arttig1 rapor
edilmistir (23). Testosteronun biyoaktif kisimi (bioT) i¢in 6nemli olan albuminin yas
ile birlikte azalmas1 (SHBG’den daha az 6nemli olsa da) ve serbest testosteronun
plazma testosteronunun diizenlendigi hipotalamik-hipofiz-gonadal aksta negatif-feed
back icin gorev yaptigi  dikkate alindiginda, albuminin SHBG ile birlikte
(Kodeterminant) plazma testosteron diizeylerinin yasa bagli azalmaya katkida
bulunabilecegine dair goriisler de bulunmaktadir (22). Yapilan ¢alismalar SHBG
diizeylerinin metabolik sendrom ile iligkili insulin direnci ile iligkisini ortaya koymus
olup (25-27); gozlemsel calismalar, diisik SHBG konsantrasyonunu, erkek ve
kadinlarda seks hormonu diizeylerinden bagimsiz olarak artan tip2 diabetes mellitus

(tip2-DM) insidanst ile iligskilendirmistir (28).



Serbest testosteron ve bioT hesaplamalarinda kullanilan algoritmalarin
sonuclart ile serbest testosteron dl¢imiinde altin standart denge diyaliz yontemini
igeren sonuglarin karsilastirildigi ¢alismalarda, hesaplanan degerlerle gercek degerler
arasinda farkliliklar olabilecegi bildirilmistir (1). Ancak bu ¢alisamalar géreceli olarak
yaslt erkek (40-70 yas) poplilasyonunda yapilmis olup, calismaya dahil edilen
goniillillerin metabolik profilleri karsilastirmalarda dikkate alinmamustir. Serum
SHBG, albumin ve testosteron diizeylerinin yas ve metabolik sendrom (MetS) iliskili
insiilin direnci ile iliskileri dikkate alindiginda bu ¢alismada, NCEP ATPIII ve IDF’e
gore metabolik sendromu olan ve olmayan 20-49 yas arasi ekek goniilliilerde serbest
testosteron ve bioT hesaplamalarinda kullanilan algoritmalarin sonuglar ile serbest
testosteron olglimiinde kullanilan denge diyalizi sonrasi elektrokemiliiminesans
immiin6l¢iim (ECLIA) yonteminin sonuglarinin karsilastirilmast amaglanmistir.
Ayrica, yasin karistirict etkisini  (confounding effect) sinirlamak igin diger
calismalardan goreceli olarak daha geng (20-49 yas) secilen erkek popiilasyonda
MetS’nin, serbest testosteronun algoritmalarla hesaplama ve direkt 6l¢iim sonuglar

arasindaki uyumsuzluklarda olasi roliiniin ortaya konmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Androjenler

“Androjen” terimi, maskiilinizan etkileri olan steroidleri tanimlamak i¢in
kullanilir. Androjenler, hem testislerde hem de adrenal bezlerde kolesterolden veya

dogrudan asetil CoA’dan sentezlenirler. Steroid yapida bilesiklerdir (29).

Testislerde tiiretilen testosteron ve dihidrotestosteron (DHT); adrenal bezde
tiretilen dehidroepiandrosteron (DHEA), DHEA-stilfat (DHEA-S) ve androstenedion
baslica androjenlere 6rnektir (30,31).

Bu adrenal androjenler, testosteron ile karsilastirildiginda zayif olmalarina
ragmen, periferik dokularda testosteron ve DHT gibi daha aktif steroid metabolitlerine

dontstiiriilebilirler (31).

2.2. Testosteron

Testosteron, 17-beta hidroksi ve 3-okso gruplarma sahip bir androstanoiddir
(32). Molekiiler yapisi Sekil 1’deki gibidir.

X

Sekil 1: Testosteronun molekiiler yapisi (32)

IIk olarak, hipotalamusta sentezlenip salgilanan gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) 6n hipofiz bezini uyarir. Bu uyari ile 6n hipofizden Luteinize edici
hormon (LH) ve Folikiil stimiilan hormon (FSH) sentezlenir ve salinir. LH, testisteki

Leydig hiicrelerini uyarir ve testosteron tiretimini tesvik eder (Sekil 2) (30).



Saglikli erkeklerde testisler, dolasimdaki androjenlerin ana kaynagidir.
Testisler, testosteronun yani sira, androstenedion, Sa-dihidrotestosteron (DHT) ve

Ostradiol gibi diger seks steroidlerini de az miktarda salgilar (31).
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Sekil 2: Testosteronun sentezi ve salgilanmasi. Gn-RH: gonadotropin salgilatici
hormon, LH: liiteinize edici hormon, FSH: folikiill wuyarict hormon, DHEA:

dehidroepiandrosteron, DHT: dihidrotestosteron, SHBG: seks hormonu baglayici globulin
(30).

FSH ve testosteron, seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerine etki ederek

spermatogenik fonksiyonun korunmasini tesvik eder (30).

Erkeklerde dogal olarak bulunan ve biyolojik olarak en gii¢lii androjen olan
DHT'nin, esas olarak Sa-rediiktaz izozimlerinin etkisiyle prostat ve deri gibi periferik

dokularda testosterondan doniistiiriildiigiine inanilmaktadir (31).



2.2.1. Testosteron Yapiminin LH ile Diizenlenmesi

Testislerin interstisyel Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi, yalnizca
hipofiz bezinden salgilanan LH’nin uyaris1 ile ger¢eklesir. Bunun da otesinde
salgilanan testosteron miktari, uyarict LH miktartyla yaklagik dogru orantilidir.
Testislerde olgun Leydig hiicreleri normalde dogumdan sonra birka¢ hafta kadar
bulunur; daha sonra 10 yasindan sonrasina kadar bulunmaz. Ancak, herhangi bir
yastaki ¢ocuga saflastirllmis LH enjekte edildiginde veya puberte doneminde LH
salgisinin arttig1 durumda, tesislerdeki fibroblastlara benzeyen interstisyel hiicreler,

islevsel Leydig hiicrelerine doniisiirler (29).

2.2.2. On Hipofiz FSH ve LH Salgisinin Testosteron Tarafindan Baskilanmasi —
Testosteron Salgisinin Negatif-FeedBack ile Kontrolii

LH ve FSH'nin plazma konsantrasyonlar1 hipotalamustan gelen gonadotropin
salgilatict hormon tarafindan diizenlenir. Testis, androjenler, Ostrojenler ve inhibin
B'yi igeren negatif geri bildirim mekanizmalari ile hipotalamik-hipofiz ekseni iizerinde

etki gosterir (31).

LH uyarist ile testislerden salgilanan testosteron hormonu karsit olarak 6n
hipofizden LH salgisin1 baskilar (Sekil 3). Bu baskilamanin biiytik kismi olasilikla,
testosteronun dogrudan hipotalamusa etkisi sonucu, GnRH salgisinin azaltilmasina
baglidir. Bu da, daha sonra 6n hipofizden LH ve FSH salgisini1 azaltir. LH nin azalmasi

da, testislerden testosteron salgilanmasinda azalmaya neden olur (29).
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Sekil 3: Erkeklerde

mekanizmalari (33). Uyarici etkiler (+), baskilayici etkiler (-) ile gosterilmistir. FSH, folikiil

uyarict hormon; GhnRH, gonadotropin- serbestletici hormon; LH, luteinizan hormon; MSS,

merkezi sinir sistemi.

Boylece, testosteron salgisinin ¢ok fazla olmasi halinde, otomatik olarak
negatif feedback etkisiyle hipotalamus ve 6n hipofizin salgisi azaltilarak testosteron
sekresyonu baskilanir ve hormon diizeyi normal hale getirilir. Buna zit olarak,
testosteronun ¢ok az olmasi halinde hipotalamustan yiiksek diizeyde GnRH salgilanir.

On hipofizden LH ve FSH salgis artar ve sonucta testikiiler testosteron sekresyonu

artar (29).

hipotalamus-hipofiz-testis



2.2.3. Testosteron Sentezi

Androjenlerin ana kaynaklar1 gonadlar ve adrenal bezlerdir (34).

2.2.3.1. Testikiiler Steroidogenez

Kolesterol, steroid sentezi icin ilk substrattir. Gonadal ve adrenal
steroidogenezin ilk adimi, kolesteroliin steroidojenik akut diizenleyici proteinin
(StAR) kontrolii altinda sitoplazmadan i¢ mitokondriyal transferidir. Daha sonra,
sitokrom P450 kolesterol yan zincir boliinme enzimi (P450scc), kolesterolden
pregnenolon sentezini katalize eder. Sitokrom P450c17 ailesinden olan 17a-
hidroksilaz iki reaksiyonda rol alir. Birincisi, pregnenolonu 17a-hidroksipregnenolona
katalize eder. Digeri ise progesteronu 17a-hidroksiprogesterona (17-OHP)
katalizlemesidir. Bir diger sitokrom P450c17 ailesinden olan 17,20-liyaz ise, 17a-
hidroksipregnenolondan DHEA olusumunda ve 17-OHP’den A4-androstenedion
olusumunda gorev alir. P450 oksidorediiktaz (POR), P450c17, 21-hidroksilaz ve
aromatazin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir. HSD tip 2, AS-steroidlerin A4-steroidlere
(pregnenolonun progesterona, 17a-hidroksipregnenolonun 17-OHP'ye, DHEA'nin
androstenediona ve androstenedioliin testosterona) doniisiimiinii katalize eder. 17p3-

HSD tip 3 enzimi testislerde A4-androstenedionu testosterona dontistiiriir (34).



------------ - - - - - - - -

Cholesterol (cytoplasm) N ) i
Testicular Steroidogenesis
@ ¢ Leydig cells

Cholesterol (mitochondria)

1 1
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
. i
1 P4SOscc 17a- '
(DD, (7a _ .
: h‘.‘d’OlYJ&L‘)ﬁ 17,20-lyase, :
1 1
1 ]
1 ]
1 ]
1 1
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]
1 ]

170H-
DHEA ‘__m: Androstenediol

Pregnenolone Pregnenolone

@-g@a - em @‘w

(17,20-lyase
170H-
ogm—mﬂ.:m: TESTOSTERONE

Mineralocorticoids Glucocorticoids POR >
(Adrenal) (Adrenal) Estrone Estradiol
(Ovary/Placenta) (Ovary/Placenta)

Sekil 4: Steroidogenez. Testikiiler Leydig hiicrelerinde meydana gelen
steroidojenik yol sematik olarak kutuda gosterilmistir. Adrenaller, plasenta ve overlerde

gerceklesen steroidojenik adimlar kutunun disindadir (34).

2.2.4. Testosteronun Islevleri ve Siire¢

Testosteron, hedef dokuda Sa-rediiktazin etkisi ile yiiksek derecede aktif
DHT ’ye doniistiiriilerek etki eder. DHEA'nin da benzer sekilde testosteron ve DHT'ye
doniistiigiine ve onlar gibi davrandigina inaniliyor. Testosteron ve DHT reseptorii olan
androjen reseptorii (AR), testosteron veya DHT'ye baglandiginda hedef genler i¢in
transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan ve biyolojik aktiviteler sergileyen niikleer
bir reseptordiir. Androjen reseptorleri beyin, kan damarlari ve periferik sinirlerin yani

sira iireme organlarinda da yaygin olarak dagilmistir (30).

Testosteron genel olarak, viicuttaki belirgin erkek 6zelliklerinin olusumundan
sorumludur (29). Fetal yasam siirecinde, testisler plasenta da olusan koryonik
gonadotropinlerle uyarilarak, orta diizeyde testosteron salgilarlar (29). Insan fetal
testisi tarafindan testosteron {liretimi yaklasik 8. gebelik haftasinda baslar ve 11 ila 14.
gebelik haftalar1 arasinda zirve yapar (31). Yasamin ilk yilinda, erkeklerde plazma
testosteron konsantrasyonlar1 genellikle zamanla azalir (31). 46 saglikli erkek bebek
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, ortalama plazma testosteron konsantrasyonlar1 1-3
aylikken 7,2 nmol/L, 3-5 aylikken 3,3 nmol/L ve 5-7 aylikken 0,8 nmol/L olarak
bulunmus ve 7-12 aylikken prepubertal seviyelere (0,2 nmol/L) ulasmistir (31).

Testikiiler testosteron salgisi; adrenal ve testikiiler androjenlerin liretiminin belirgin
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sekilde arttig1 ve sesin derinlesmesi, pubars ve kas kiitlesinde artis gibi androjen
bagimli degisikliklerin oldugu puberteye kadar ¢ocukluk doneminde ¢ok diistik kalir
(31). Daha sonra, puberte doneminde 6n hipofiz gonadotropik hormonlarinin
uyarisiyla testosteron yapimi hizla artar (29). Saglikli yetiskin erkeklerde, plazma
testosteronu yasamin {igiincii ila dordiincti dekad1 boyunca en yiiksek seviyelerde kalir
(31). Hem kesitsel hem de uzunlamasima c¢aligmalar, total testosteron, serbest
testosteron ve biyoyararli testosteronun besinci dekaddan itibaren yagla birlikte
kademeli olarak azaldigimi gostermistir (29,31). 80 yasinda en ist diizeyin %20-
50’sine iner (29).

Artan SHBG konsantrasyonlarnin bir sonucu olarak, artan yasla beraber
serbest ve biyoyararli testosterondaki diislis genellikle total testosterondan daha
belirgindir. Massachusetts erkek yaslanma g¢alismasinda, 40 yasindan sonra total
testosteronda yasa bagli ortalama azalma yilda %0,8-1,6 iken, serbest testosteron yasla
birlikte yilda %]1,7-2,8 oraninda azalmaktadir. Testosteronun bu dl¢limlerinde yasa
bagh diisiis hem saglikli erkeklerde hem de kronik hastalig1 olan erkeklerde goriiliir,
ancak saglikl erkeklerdeki konsantrasyonlar kronik hastaligi olan hastalara gore %10-
15 daha yiiksek olma egilimindedir. Artan yasla birlikte testosteron
konsantrasyonlarindaki diislisiin nedeni tam olarak anlagilamamistir; ancak, primer
testikiiler degisiklikler, Leydig hiicre fonksiyonunun degisen ndroendokrin
diizenlemesi ve plazma SHBG baglama kapasitesindeki artis dahil olmak {izere ¢oklu
mekanizmalar sOylenmistir. Plazma testosteron konsantrasyonlarindaki yasa bagh
diigiisiin yaslanmayla iliskili fizyolojik bir olgu mu yoksa testosteron takviyesiyle
diizeltilebilecek yaygin bir klinik durum olarak mi degerlendirilmesi gerektigi

tartismalidir (31).

Yetiskin erkeklerde serum total, biyoyararli ve serbest testosteron normalde
06.00-08.00 saatleri arasinda pik konsantrasyonlar1 ve 18.00-20.00 saatleri arasinda
dip konsantrasyonlar1 ile diurnal degisimler gosterir. Bu oOl¢limlerde pik ve dip
seviyeleri arasindaki farklar genellikle %40 seviyesindedir. Serum SHBG
konsantrasyonlari da, 16.00 saatlerinde pik ve 04.00 saatlerinde dip konsantrasyonlari
ile diurnal bir degisim gosterir. Bu diurnal varyasyonlar nedeniyle, erkeklerde

testosteron  durumunun  arastirllmasinda  kan  Orneklerinin  testosteron
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konsantrasyonlarinin maksimum oldugu sabahin erken saatlerinde alinmasi onerilir

(31).

2.2.4.1. Fetal Gelisim Siirecinde Testosteronun islevleri

Testesteron, erkek fetus testislerinde, embriyonik hayatin yaklasik yedinci
haftasinda yiikselmeye baslar. Erkek ve kadin seks kromozomu arasindaki en 6nemli
islevsel farklilik, gelismekte olan genital plaktan erkek kromozomunun testosteron
salgilanmasini; kadin kromozomunun ise dstrojen salgilanmasini saglamasidir. Gebe
hayvanlara, yliksek dozda erkek seks hormonlar1 enjekte edildiginde, fetus disi bile
olsa, erkek seksiiel organlarinin gelistigi goriiliir. Ayni sekilde, erkek fetusta erken
evrede testislerin c¢ikarilmasi, disi seks organlarinin gelismesine neden olur. Bu
nedenle, ilk dnceleri genital plaktan, daha sonra fetal testislerden salgilanan testosteron

hormonu erkek viicut 6zelliklerinin gelismesinden sorumludur (29).

2.2.4.1.1. Testosteronun Testislerin inmesindeki Etkisi

Testisler, genellikle gebeligin son 2-3 ayinda yeterli diizeyde testosteron
salgilanmasiyla skrotuma inerler. Testislerin inmesini saglayan faktoriin testosteron
olmasi, testosteronun fetal yasam sirasinda, erkek seksiiel gelisme i¢in 6nemli bir

hormon oldugunu gostermektedir (29).

2.2.4.2. Testosteronun Eriskinde Primer ve Sekonder Seks Ozelliklerinin

Gelisimine Etkisi

Puberte, hipotalamik-hipofizer eksende bir "uyanma" oldugunda ortaya ¢ikar
(35). Hipotalamus GnRH salgisini artirir ve bu da LH ve FSH salinimini uyarir (35).
Bu, testikiiler testosteron iiretiminde onemli bir artisa ve puberte iliskili sekonder
cinsiyet Ozelliklerinin indiiklenmesine yol agar (35). Puberte sonrasinda testosteron
salgisinin yeniden baslamasiyla penis, skrotum ve testislerde 20 yasindan Once
yaklagik 8 kat kadar biiylime goriiliir (29). Sekonder cinsiyet 6zelliklerinden bazilart;

biliylime atagi, libido artisi, erektil fonksiyon artisi, akne, viicut killarinda artis, kas
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kiitlesinde artig, sesin derinlesmesidir (35). Bu olay puberteden itibaren baslar ve
olgunluk doneminin sonuna kadar siirer (29). Sekonder seks ozellikleri, seksiiel

organlara ek olarak erkek ile kadin ayriminda yardimcidir (29).

2.2.4.2.1. Testosteronun Viicut Killarinin Dagilimina Etkileri

Testosteron viicut killarin biiylimesine neden olur. Bu killar pubis ¢evresinde,
yukart dogru linea alba boyunca (bazen gobege ve daha yukariya dogru), yiizde,
genellikle gogiiste ve daha az 6l¢iide de viicudun sirt gibi diger bolgelerinde bulunur.

Ayni sekilde, viicudun farkli béliimlerinde de killarin belirginlesmesini saglar (29).

2.2.4.2.2. Alopesi

Testosteron basin tepe kisminda saclarin biiylimesini yavaslatir. Alopesi iki
faktore bagl ortaya cikar. Birincisi, alopesinin gelisimi i¢in genetik bir zemin
olmalidir. ikincisi, bu genetik zemin iizerine yiiksek miktarda androjen hormonunun
eklenmesi gerekir. Uygun genetik altyapisi olan bir kadinda uzun siireli bir androjenik

bir maruziyet varsa, erkekte oldugu gibi kellik baglar (29).

2.2.4.2.3. Libido

Testosteronun libido, cinsel ilgi ve uyarilma iizerine etkisi vardir (35).
Hipogonadal erkeklerde testosteron replasman terapisi baslandiginda genellikle

libidoda belirgin bir iyilesme goriiliir (36,37).

2.2.4.2.4. Ses

Testosteron, tesislerden salgilandig1 ya da viicuda enjekte edildiginde, larinks
mukozasinin hipertrofiye olmasina ve larinksin genislemesine neden olur. Bu durum,
once gorece olarak akortsuz “catlak™ bir ses olusumuna yol acgar. Fakat, ses giderek

degisir ve tipik bir bas erkek sesi karakterini alir (29).
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2.2.4.2.5. Testosteronun Kas Kiitlesine Etkisi

Testosteron kas kiitlesinin gelisimi ve korunmasinda 6nemli bir hormondur
(38). Erkege 6zgii en onemli Ozelliklerden biri puberte sonrasinda kas gelisiminin
artisidir (29). Kas kiitlesindeki bu artis kadinlara oranla hemen hemen %50 daha
fazladir (29). Bir dizi ¢alisma, testosteronun hipogonadal erkeklerde yagsiz viicut
kiitlesini (kas) geri kazandirirken ayni zamanda yag kiitlesinde azalmaya neden
oldugunu gostermistir (39). Testosteron veya sentetik androjenleri sporcular viicudun
kas yapisina biiyiik etkisi nedeniyle kas gelisimini arttirmak i¢in doping olarak
kullanabilmektedir (29). Zayif hipogonadal erkeklerin testosteron ile tedavisi, kas gen
ekspresyonunda degisikliklere, kas kiitlesinde artisa, gii¢, kuvvet ve dayaniklilikta

iyilesmelere ve fiziksel fonksiyonda iyilesmeye neden olabilir (35).

2.2.4.2.6. Testosteronun Iskelet Sistemine EtKisi

Testosteronun kemikler iizerinde aromataz araciligiyla estradiole doniiserek
osteoklastik aktiviteyi ve dolayisiyla kemik erimesini engelleme ve Sa-rediiktaz
aracilifiyla DHT'ye doniiserek osteoblastik aktiviteyi uyarma/kemik olusumunu
artirma olmak iizere iki 6nemli etkisi vardir (40,41). Testosteron hem kemik matriksin
total miktarin1 artirir hem de kalsiyumun depolanmasini saglar (29). Kemik
matriksindeki artisin testosteronun proteinler tizerinde genel anabolik etkisi sonucunda
olustugu; kalsiyum birikiminin ise kemik matrisinin artmasina bagl sekonder bir etki

oldugu diisiiniilmektedir (29).

Testosteron pelvisin dar ve uzun olmasini saglamasi lizerine spesifik bir etkisi
vardir (29). Kadindaki genis, oval pelvis yapisi yerine huniye benzer sekil almasinda

rol oynar ve pelvisin yiik tasimaya kars1 direncini arttirir (29).

Hipogonadal erkekler osteopeni veya osteoporoz gelisimi ve dolayisiyla
miiteakip kiriklar agisindan risk altindadir (42). Testosteron kemiklerin bityiikligiini
ve dayanikliligini artiracagi etkisi nedeniyle, yaslh erkeklerde osteoporoz tedavisinde
kullanilabilmektedir (29). Tiim osteoporotik kal¢a kiriklarinin yaklasik tigte biri
erkeklerde goriiliir ve 50 yasin lizerindeki erkeklerde herhangi bir osteoporotik kirtk

riski yiizde 25 kadar yiiksektir (43,44).
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Biiyiime donemindeki c¢ocuklarda testosteronun anormal diizeyde asir1
salgilanmasi, kemiklerin belirgin sekilde hizla biliylimesine, uzun kemiklerde

epifizlerin erken kapanmasina ve viicudun tiimiiyle hizla gelismesine neden olur (29).

2.2.4.3. Testosteronun Epidermal Etkileri

Testosteron tiim viicutta derinin kalinlagsmasint ve subkutan dokunun
gliclenmesini saglar. Testosteron yag bezlerinin bir kisminda veya tiimiinde salgiy1
arttirir. Yiizdeki yag bezlerinin fazla salgi yapmasi, 6zellikle ¢ok 6nemlidir. Ciinkii,
bu bezlerin asir1 salgilar1 akneye neden olur. Deri, yillar sonra salgilanan testosterona

adapte olur ve akneler regrese olur (29).

2.2.4.4. Testosteronun Metabolizma Uzerine EtKisi

Yiiksek dozda testosteron enjeksiyonu, bazal metabolizma hizin1 %15 kadar
artirabilir. Hatta, addlesan ve erken erigskin donemlerinde testislerden salgilanan
normal testosteron miktari bile bazal metabolizmayn, testislerin aktif olmadigi doneme
gore %5-10 oraninda hizlandirabilir. Metabolizma iizerine bu artirici etki muhtemelen
testosteronun protein anabolizmasi lizerine etkisinin dolayli sonucudur. Protein

miktarinin, 6zellikle enzimlerin artig1 tiim hiicrelerde aktiviteyi artirmaktadir (29).

2.2.4.5. Testosteronun Eritrositler Uzerine EtKisi

Testosteron kemik iliginde hematopoezin uyaricisidir ve sonug¢ olarak
hematokriti artirir (45). Kastre edilmis bir eriskine normal dozda testosteron enjekte
edilecek olursa, mm®¥teki eritrosit sayis1 %15-20 artis gosterir. Erkeklerde eritrosit
sayisinin, kadinlardaki ortalamaya goére mm3’te yaklagik 700000 daha fazla oldugu
bilinmektedir (29). Bu farklilik, testosteronun eritrosit yapimi {izerine dogrudan
etkisinden ¢ok, belki de metabolik hizda artisa da baglh olabilir (29).

Bhatia ve ark.’nin tip2 DM’li 70 erkek hasta (yas araligi; 24-78) {izerinde
yaptig1 bir ¢calismada, hipogonadal erkeklerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
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diisiik hematokrit bulunmustur (46). Hastalarin %23'inde (70 hastanin 16's1) anemi
gbzlenmistir ve anemik 15 hastanin 14'linde hesaplanan serbest testosteron diisiik

bulunmustur (46).

2.2.4.6. Testosteronun Elektrolit ve Su Dengesi Uzerine Etkisi

Bir¢ok steroid hormon bdbregin distal tiibiillerinde sodyum geri emilimini
artirabilir. Testosteron da ayni etkiye sahip bir hormondur. Ancak, adrenal
mineralokortikoidlerle karsilastirildiginda, etkinin ¢ok kii¢iik oldugu anlasilir.
Bununla beraber, puberte sonrasi erkekte kan ve hiicre dist sivi hacmi, agirliklarina

oranla %5-10 oraninda daha fazla bulunur (29).

2.2.5. Testosteron Etkisinin Temel intraseliller Mekanizmasi

Testosteronun temel etkisi, hedef hiicrelerde protein yapim hizini
artirmaktadir. Bu etki, testosterondan en ¢ok etkilenen bir organ olan prostat bezinde,
sayisiz incelemelerle arastirllmistir. Bu bezde, testosteron, salgilandiktan birkag
dakika sonra hiicre icine girer. Hiicre i¢inde Sa-rediiktaz enziminin etkisi altinda
dehidrotestosterona doniisiir ve stoplazmik reseptor proteinine baglanir. Reseptor-
hormon kompleksi daha sonra ¢ekirdege girer ve ¢ekirdekteki bir proteinle baglanarak
DNA-RNA transkripsiyon islemini uyarir. 30 dakika i¢cinde, RNA polimeraz aktiflesir
ve prostat hiicrelerinde RNA konsantrasyonu artmaya baglar. Bu olay1, hiicresel
protein artis1 izler. Birkag¢ giin sonra, bezdeki DNA miktarinin artig1 sonucunda, ayni
anda prostat hiicrelerinin sayisinda artis gozlenir. Testosteron genelde viicudun her
yerinde protein yapimini biiylik oranda artirmaktadir. Ancak, bu artis daha 6zgiil
olarak sekonder seks oOzelliklerinin gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve
dokularda goriilmektedir. Testosteronla ilgili son ¢aligsmalar, hormonun diger steroid
hormonlar gibi, yeni protein sentezini gerektirmeyen non-genomik etkileri oldugunu

gostermektedir. Ancak, non-genomik etkilerin fizyolojik 6nemi belirlenmemistir (29).
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2.2.6. Testosteronun Yikimi ve Atillimi

Testislerden salgilandiktan sonra, testosteronun yaklasik %97’si1, zayif baglarla
plazma albiimini ya da daha siki bir sekilde SHBG’ye baglanir. Bagli hormonun
dolasim sisteminde kalis siiresi 30 dk - 1 sa, bazen de daha uzun olabilir. Bu siire
sonunda testosteron ya dokularda fikse olur ya da inaktif {iriinlere doniiserek viicuttan
atilir. Dokulara fikse olan testosteronun ¢ogunlugu hiicre i¢inde DHT ye doniisiir. Bu
olayin ger¢eklestigi hedef organlar ise eriskinlerde 6zellikle prostat bezi, erkek fetusta
dis genital organlardir. Dokularda fikse olmayan testosteron, karacigerde baslica
androsteron ve DHEA’ya doniisiir. Ayni anda, her iki yap1 6zellikle glukuronidlerle
ya da siilfatlarla birleserek bagli hale getirilir. Bunlar da, safra ig¢inde sindirim

kanalindan ya da idrarla bobrekten atilirlar (29).

2.3. Seks Hormon Baglayici Globulin (SHBG)

SHBG, 17. kromozomun kisa kolundaki tek bir gen tarafindan kodlanan 90-
100 kilodalton (kDa) molekiiler agirliga sahip homodimerik bir glikoproteindir (47).
Degisken glikozilasyon, molekiiler agirliktaki varyasyonu aciklar ve oOstrojenler
tarafindan arttirildig1 bilinmektedir, ancak 6nemi bilinmemektedir (47). Dolagimdaki
SHBG oncelikle hepatositler tarafindan iretilir (47,48). Ancak, gen ayni zamanda
beyin, uterus, prostat, meme, over ve testisin yami sira bazi over ve prostat
kanserlerinde de eksprese edilir (47). SHBG, ¢ok sayida memelinin dolasiminda
bulunur, ancak yetiskin rat ile farelerin, kobaylarin ve domuzlarin plazmasinda yok
gibi goriinmektedir (47). SHBG, kan plazmasinda testosteron ve diger steroidleri tasir,
metabolik klerens oranlarin1 azaltir ve hedef dokulara erisimlerini diizenler (47,48).
SHBG hedef dokulardan steroidleri tutabilirken, ligand bagli SHBG'nin membran
reseptorlerine baglandigina ve cAMP iiretimini uyardigina ve/veya biyolojik bir etki
baslatmak i¢in membran proteini megaline baglanarak hiicrelere girdigine dair bazi
kanitlar vardir (47). SHBG diisiik baglanma kapasitesine sahiptir ancak steroidler i¢in
son derece yiiksek baglanma afinitesine sahip olup dihidrotestosteron, testosteron,
androstenediol ve E2 icin en yiiksek afiniteleri gosterir (48). Insan SHBG'si DHT,
testosteron ve E2’°nin yani sira levonorgestrel ve fluoksimesteron gibi ilaglar1 da baglar

(47).
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Birka¢ vakada plazma SHBG'de tam bir eksiklikle sonu¢lanan homozigot
yanlis anlamli mutasyon bildirilmistir. Etkilenen yetiskin bir erkegin diisiik libido,
spontan sabah ereksiyonlarinda azalma, yorgunluk, kas gii¢siizliigii, tiras sikliginda
azalma, kiiciik testisler ve diisiik kemik kiitlesi sikayeti oldugu bildirilmistir. Ancak,
semen analizinin normal oldugu bildirilmistir. Etkilenen kiz kardesinde menars
gecikmesi, meme gelisimi yetersizligi ve diizensiz menstriiel periyotlarinin oldugu

bildirilmistir (47).

SHBG, testosteronu yiiksek afinite ile baglar (~1 nmol/L) ve yetiskin erkek
serumundaki SHBG baglanma bdlgelerinin ¢ogu testosteron tarafindan isgal edilir.
Oyle ki, SHBG seviyesi, yetiskin erkeklerde total testosteron seviyesinin énemli bir
belirleyicisidir. Diisik SHBG seviyesine sahip 6gonadal yetiskin erkeklerin total
testosteron seviyeleri diisiikken, yliksek SHBG seviyesine sahip erkeklerin testosteron
seviyeleri daha yiiksektir. Sirasiyla, obezite (negatif yonde) ve hipertiroidizm (pozitif
yonde) bu etkilere ornektir (47).

Serum SHBG konsantrasyonlarinin 6lgiimii i¢in piyasada bulunan birgok
immiinoassay yontemi rutin olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu SHBG testleri
arasinda yonteme bagl belirgin sapma farkliliklar1 ortaya cikabilir. Bu nedenle,
yalnizca serum SHBG konsantrasyonlar1 i¢in degil, ayn1 zamanda dl¢lilen SHBG
konsantrasyonlarina dayali olarak hesaplanan serbest testosteron ve biyoyararh
testosteron i¢in de yontemle iligkili referans araliklarinin kullanilmasi son derece

onemlidir (31).

2.4. Albiimin

Insan albiimini, 66,5 kDa molekiiler agirliga sahip kiiresel bir proteindir.
Tekrarlanan iic homolog alan halinde organize olan ve A ve B olmak iizere iki ayr1 alt

alandan olusan 585 aminoasitten olusur (49).

Albilimin, plazmada en fazla bulunan proteindir. Saglikli insanlarda plazmanin
toplam protein igeriginin yarismi (3,5 g/dL ila 5 g/dL) temsil eder. Albiimin,
hepatositler tarafindan sentezlenir ve giinde yaklasik 10 g ila 15 g civarinda hizla kan

dolagimina verilir (50).
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Kotlii beslenme durumu, enflamasyon, hepatotoksinlere maruz kalma ve
yiiksek kolloid ozmotik basinca maruz kalma, albiimin sentezini inhibe eder.
Karacigerin biyosentetik kapasitesi ya da bagka bir deyisle hastanin karaciger
fonksiyonlar1 serum albiimin degerleri ile dlgiilebilir. Albiimin genellikle karaciger
biyosentezini daha iyi degerlendirmek icin protrombin zamani ve/veya uluslararasi
normallestirilmis oran (INR) ile birlestirilir. Bununla birlikte, serum albiimin degerleri
kronik karaciger hastaligi durumlarinda normal ve normal karaciger fonksiyonu
durumlarinda anormal olabilir. Hipoalbiiminemi, asitli karaciger yetmezligi
vakalarmin yani sira bobrek veya konjestif kalp yetmezliginde de goriilebilir. Bu
nedenle, degerlendirme ve tanisal ¢alisma sirasinda hastanin tiim klinik baglami gz

ontinde bulundurulmalidir (49).

Yetersiz beslenen bazi hastalarda hipoalbiiminemi goriiliir. Acligin etkileri
hizl1 bir baglangi¢ gosterebilir ve agligin baglamasindan sonraki 24 ila 48 saat icinde
albiiminde {i¢te bir oraninda azalma olabilir. Ancak, yeterli beslenme ile 15 ila 30
dakika i¢inde karaciger albiimin sentezleme yetenegini geri kazanir. Yetersiz
beslenme cerrahi sonras1 donemde olumsuz olaylarla iliskilendirildiginden, beslenme
optimizasyonu ve cerrahiye hazirlik i¢in klinik bir Olgiit olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Alblimin, bir hastanin beslenme durumunu degerlendirmek igin
kullanilan bir¢ok laboratuvar dl¢limiinden biridir. Digerleri; pre-albiimin, transferrin
ve retinol baglayici proteindir. Ancak, bu laboratuvar 6l¢iimlerinin higbiri tek basina
yeterli degildir ve hastanin fizik muayenesi ile birlestirilmeleri gerekir.
Hipoalbiiminemi, anazarka ve malabsorpsiyonu olan hastalarin tan1 ve takibinde de

faydalidir (49).

Albiimin karacigerde ¢ok az depolanir ve ¢ogu hizla kan dolagimina verilir.
Albiimin dolasima girdiginde, yaklasik %30 ila %40 kan dolagiminda kalir ve geri
kalan1 interstisyel alana girer. Dolagimdan ayrilan proteinin ¢ogunlugu daha sonra
lenfatik sistem yoluyla dolasima geri doner. Albiiminin dolagimdaki yar1 émrii 16
saattir. Albliminin ozmotik etkisinin ¢ogunlugu biiylik molekiiler agirligina
baglanirken, geri kalaniin negatif yilikiinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Negatif
yiik 6zelligi albliminin pozitif yiiklii molekiilleri ve nihayetinde suyu intravaskiiler
kompartmana ¢ekmesini saglar. Albiimin onkotik basinci etkileyerek, denklemle
temsil edilen kapiller membran basinci tizerinde dnemli bir etkiye sahiptir (49):
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CP =(cHP -iHP ) —rx (iOP - cOP)

CP: kapiler membran basinci, cHP: kapiler hidrostatik basing, iHP: interstisyel
hidrostatik basing, r: yansima katsayisi, cOP: kapiler onkotik basing, iOP: interstisyel
onkotik basingtir (49).

Insanlarda serum albiimini, plazma onkotik basmcmm o6nemli bir
modiilatériidiir. Endojen ve eksojen ligandlarin tastyicist olarak iglev goriir. Serum
albiimini tarafindan tasinan ligandlar arasinda endojen olarak bilirubin, iyonlar, yag
asitleri, v.s. ve eksojen olarak ilaglar bulunur. Albiimin tarafindan tasinan ilaglar;
metadon, propranolol, tiyopental, furosemid, warfarin, metotreksat, alfentanil ve
digerlerini igerir. Siddetli karaciger hastaligi hipoalbliminemiye neden olabilir, bu da
ilaglar i¢in daha az baglanma bdlgesine yol acar. Bu da daha fazla miktarda
baglanmamuis ilagla sonuglanir ve bu da ila¢ duyarliliginin artmasina neden olabilir.
Bu hassasiyet, hastalarin serum alblimin konsantrasyonlar1 2,5 g/dL'den diisiik

oldugunda ortaya ¢ikar (49).

Klinik tipta, serum albiimini standart serum laboratuvar testleri ile 6l¢iilebilir
ve bu Ol¢iim bireysel bir hastanin nutrisyonel durumu igin bir belirte¢ olarak

savunulmustur (50).

Albiimin ayn1 zamanda, 6zellikle travmada (6r. hipovolemik sok) veya biiyiik
hacimli parasentez durumunda s1v1 resiisitasyonuna ihtiya¢ duyan hastalara uygulanan
bir kolloid sividir. Hastalarin karaciger fonksiyonlar1 veya tiim viicut homeostazi i¢in
hayati 6nem tasiyan proteinleri ve faktorleri biyosentezleme becerileri hakkinda,

serum albiimin diizeyi klinisyenlere yardimci olabilir (51-53).

Albiimin kan dolasiminda, interstisyel alanda ve diger sivilarda bulunabilir.
Asit veya idrar gibi diger sivilarda yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda,

genellikle altta yatan patolojinin bir gostergesidir (49).

Alblimin seviyeleri, enflamatuar bozukluklar1 ve diger durumlari olan
hastalarda diisebilir. Bunun nedenleri; karaciger tarafindan albiimin mRNA iiretiminin
azalmasina bagl sentezin azalmasi, alblimin katabolizmasinin artmasi ve vaskiiler

permeabilitenin artmasi olabilir (54).
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Albiimin, asiti olan hastalarin tanisal ¢alismasinda ek bir faydaya sahiptir. Bir
hastada konjestif kalp yetmezIligi, karaciger yetmezligi ve malignite dahil olmak tizere
cok ¢esitli nedenlerle asit olabilir. Bir klinisyen asit s1visini bosaltmak i¢in tanisal bir
parasentez yapabilir ve bu sividaki albiimini serum albiimin diizeyleriyle

karsilagtirarak serum asit-albiimin gradyanini (SAAG) hesaplayabilir (49):
SAAG = Serum albiimin — Asit albiimin (49)

SAAG'nin 1,1 veya daha yiiksek olmasi konjestif kalp yetmezligi, hepatik siroz
ve alkolik hepatit gibi portal hipertansif etiyolojiye bagli asit oldugunu gosterir.
SAAG'nin 1,1'den diisiik olmasi peritoneal karsinomatozis, M. tuberculosis, nefrotik
sendrom, pankreatit ve serozit gibi portal hipertansif olmayan bir etiyolojiye bagh asiti

gosterir (49).

2.5. Testosteron, SHBG ve Albiimin iliskisi

Saglikli yetiskin erkeklerde dolagimdaki testosteronun, %44'i spesifik olarak
SHBG'ye, %50'si nonspesifik bir sekilde albiimine, %3,5'i kortizol baglayici globuline
baghidir; %1-3"i baglanmamis ve serbesttir (1-3,55). Total testosteron hem bagh
formun hem de serbest formun bir kombinasyonudur (1). Biyoyararli testosteron,
testosteronun SHBG’ye bagl olmayan formudur (30,31). Albiimine bagh
testosteronun dokulara girmek i¢in yeterince hizli ayrisip ayrisamayacagi tartismalidir
(1). Ancak, albiimine bagh testosteronun biyolojik aktivitesini sergilemek i¢in
nispeten kolay bir sekilde ayrildigina inanilmaktadir (30). Dolayisiyla, albiimine bagl
testosteronun  potansiyel biyoaktiviteye sahip oldugu varsayilmistir (31).
Testosteronun SHBG’ye baglanmasi metabolik klerens hizin1 azaltir ve bagh
hormonun hiicre igine difiizyonunu engeller (1). Ayrica SHBG'ye bagl testosteronun
kapillerden gecisi sirasinda hi¢ ayrigmadigir varsayilmistir (31). Ancak, SHBG,
testosteronun hiicresel alimi igin gerekli bir kofaktor olabilir (1). Bununla birlikte,
SHBG'ye bagli olmayan testosteron ile serbest testosteron konsantrasyonlari son

derece iyi korelasyon gosterir ve ¢cogu durumda birbirinin yerine kullanilabilir (1).

Dolasimdaki testosteronun hangi bilesenlerinin hedef dokular iizerinde

biyoaktivite uygulayabildigine iliskin tartismalar devam etmektedir. Geleneksel gortis,
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baglanmamis (serbest) testosteronun yalnizca nispeten kiiciik bir kisminin hiicrelere
girerek androjen reseptoriine baglanabilecegi ve hiicresel bir yanit olusturabilecegi
yoniindedir. Bugiine kadar, biyoyararli testosteronun serbest testosterondan daha iistiin

bir androjenite belirteci olup olmadigi agik degildir (31).

2.6. Serbest Testosteron
2.6.1. Fizyoloji

Daha once de bahsedildigi iizere, testosteron (T) plazmada ya serbest bir
molekiil (serbest testosteron / %?2) olarak ya da albiimin (gevsek baglh / %50), SHBG
(sik1 bagli / %44) veya kortikosteroid baglayici globulin (gevsek bagli / %4) gibi
proteinlere degisen afinitelerle kompleks olusturmus olarak dolasir. Serbest
testosterona ek olarak, biyolojik olarak aktif testosteron yaygin olarak rapor edilir
[(Total T-SHBG'ye bagli T)*100]. Total testosteronda oldugu gibi, serbest testosteron
da giinliik degisimlerden etkilenir; yas ve VKI ile ters iligkilidir (55).

2.6.2. Diisiik Serbest Testosteron I¢in Esik Degerler

Iki 6nemli calisma, diisiik testosteron igin 2,5. persentili belirlemek iizere
toplum temelli degerlendirmeler yapmustir. 3690 yasli erkekten (ortalama yas 77)
olusan toplum temelli bir 6rneklemde, hesaplanan serbest testosteron seviyeleri 24,2
pg/mL (83,9 pmol/L) iken, kendilerini miikemmel veya ¢ok iyi saglikli olarak
tanimlayan ayr1 bir kohort grubunda 29,9 pg/mL (103,7 pmol/L) olarak raporlanmastir.
Framingham Kalp Calismasi'ndan 19-40 yas arasi obez olmayan saglikli erkeklerle
yapilan ikinci bir ¢alismada hesaplanan serbest testosteron seviyeleri 70 pg/mL (242,7
pmol/L) olarak bildirilmistir (55).

2.7. Serbest ve Total Testosteronun Klinik Onemi

Total testosteronun serbest testosterona kiyasla klinik dnemi tartigmalidir;

bircok kisi serbest testosteronun yaslanma, akut/kronik hastaliklar, hormonal
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degisiklikler, obezite ve normal diurnal ritimlerle ortaya ¢ikan SHBG varyasyonlari

nedeniyle hipogonadizm i¢in daha uygun bir 6lgiim oldugunu 6ne siirmektedir (55).

Yashh erkeklerde total testosteron veya serbest testosteronun klinik
degiskenlerle iliskisini karsilastiran sinirli veriler, hesaplanan bioT ile kas giicii, kemik
mineral yogunlugu ve yag kiitlesi arasinda total testosterona kiyasla daha giiclii bir
iliski oldugunu gostermistir. Diger ¢alismalar da serbest testosteron ile depresyon ve
hipogonadal semptomlar dahil olmak iizere diger komorbid durumlar arasinda artmis
iliskiler oldugunu gdstermistir. Hem serbest testosteron hem de total testosteron, VKI,

erektil disfonksiyon ve libido azalmasi ile esit derecede iliskilidir (55).

Bununla birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogu diisiik serbest testosteron [50-65 pg/mL
(173,4-225,4 pmol/L)] tanimindaki heterojenlik nedeniyle engellenmektedir; diisiik
serbest testosteron esigindeki artislar total testosterona kiyasla daha yiiksek sensitivite
ve daha diisiik spesifite ile sonu¢lanmaktadir. Bu durum, tek basina total testosterona
kiyasla serbest testosteron ile bildirilen daha giiclii iliskileri agiklayabilir. Serbest
testosteron ayrica geng erkeklerde yash erkeklere kiyasla daha iyi bir gostergedir; bu
da SHBG'deki yasa bagli artisin serbest testosteronun spesifitesini daha da

azaltabilecegini diigiindiirmektedir (55).

AR genindeki bulgulara benzer sekilde, SHBG polimorfizmleri de SHBG'nin
kendisinin yan1 sira sistemik serbest testosteron ve E2’nin ekspresyonunu ve

variabilitesini dogrudan etkilemektedir (55).

2.8. Biyoyararh Testosteron (bioT)

Biyoyarali testosteron, dolasimdaki testosteronun SHBG'ye bagli olmayan
kismidir (31). Uygulamada, bioT genellikle serbest testosteron ve alblimine bagh
testosteronun toplam konsantrasyonuna esdeger kabul edilir (30,31). BioT o6lg¢iilebilir
ya da hesaplanabilir (31). Tipik olarak, SHBG ve SHBG'ye bagli steroidlerin
amonyum sllfat kullanilarak presipitasyonu ve ardindan siipernatanttaki total

testosteronun direkt ol¢iilmesiyle test edilir (31).

BioT olglimii igin alternatif bir yontem; amonyum siilfat presipitasyonundan

once serumun *H-testosteron ile 6n inkiibasyonunu igerir; siipernatantta kalan radyo-
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etiketli izleyicinin ylizdesi daha sonra, bioT’yi elde etmek ig¢in total testosteron

konsantrasyonu ile ¢arpilir (31).

BioT ol¢iimiiniin ana dezavantajlarindan biri, yeterli SHBG presipitasyonuna,
sicakliga ve kullanilan amonyum siilfat ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagli olmasidir.
Ayrica, bioT analizleri kolayca otomatiklestirilemez ve bu nedenle ¢ok az klinik

laboratuvar rutin olarak bioT 6l¢timii yapmaktadir (31).

BioT hesaplamasi i¢in ¢esitli denklemler (Vermeulen, Sodergard, Emadi-
Konjin, Morris) oOnerilmistir (1,31). Daha o6nce de bahsedildigi gibi, bioT’nin
androjenitenin biyokimyasal bir belirteci olarak serbest testosterondan daha iyi olup

olmadig1 konusunda fikir birligi yoktur (31).

2.9. Serbest Androjen Indeksi (FAI)

Serbest testosteron indeksi olarak da bilinen FAI, ilk olarak Carter ve ark.

(1983) tarafindan hirsutizm ile basvuran kadinlarin arastirilmasi i¢in tanimlanmistir

(31).

Su formiille hesaplanir: 100 x total testosteron (nmol/L) / SHBG (nmol/L)
(31,56).

Matematiksel olarak hesaplanmasi kolay olsa da FAI, dolasimdaki serbest
testosteron konsantrasyonunu ¢ok az gosteren boyutsuz bir parametredir (31). Ho ve
ark.’1n yaptig1 bir calismada, dogrusal regresyon analizi, FAI'nin hesaplanan serbest

testosteronla zayif korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (56).

FALI klinik uygulamada kadinlarda serbest testosteron durumunu tahmin etmek
icin siklikla kullanilir ancak, erkeklerde kullanilmamahidir (31). Ciinkd, FAI
formiiliiniin dogasinda bulunan bazi varsayimlar erkekler icin gecerli degildir (31).
Erkeklerde siklikla bulunan diisik SHBG konsantrasyonlar1 nedeniyle FAI,
hesaplanan serbest testosteronu asir1 tahmin etme egilimindedir ve erkeklerde serbest
testosteron tahmininde yaniltict olabilir (31,56). Ozetle; FAl, SHBG
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak degiskenlik gostermesi nedeniyle giivenilir

bir serbest testosteron parametresi degildir (57).
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2.10. Hesaplanan Serbest Testosteron

Literatiirde, serum serbest testosteron hesaplamasi i¢in yayinlanmis en az alti

farkli denklem bulunmaktadir ve iki ana kategoride gruplandirilabilir (31).

[1k olarak, bir ligandin (testosteron) iki proteine (SHBG ve albiimin) baglandig
varsayimiyla kiitle etkisi yasasina dayanan denklemler. Ikinci olarak, serbest
testosteronun ampirik dl¢limlerinden elde edilen denklemler. Kiitle etkisi yasasina
dayananlar Vermeulen ve ark. ile Sodergard ve ark.’nin denklemleri; serbest
testosteronun ampirik Ol¢iimiinden elde edilenler Ly ve ark. ile Wheeler’in
denklemleridir (1,56). Bu denklemlerin tiimii total testosteron ve SHBG direkt
Olciimiinli igerir. Ayrica, kiitle etkisi yasasina dayanan iki denklem albiimin

konsantrasyonunu da gerektirir (31).

Yayinlanan denklemler arasinda Vermeulen versiyonu literatiirde en yaygin
kullanilan1 gibi goriinmektedir ve orijinal ¢alismada bu denklem kullanilarak
hesaplanan serbest testosteron degerlerinin denge diyalizi ile Olgiilen serbest
testosteron ile iyi korelasyon gosterdigi gosterilmistir (31). Cogunlukla Vermeulen ve
Sodergard yontemleri ile elde edilen hesaplanmis serbest testosteron ve biyoyararli
testosteron  konsantrasyonlart1  endokrinoloji  literatiirinde ~ yaygin  olarak

kullanilmaktadir (1).

Ayni total testosteron, SHBG ve albiimin konsantrasyonlar1 goz Oniine
alindiginda, cesitli denklemlerin birbirinden yaklasik iki kata kadar farkli serbest
testosteron degerlerine yol acabilecegine dikkat etmek 6nemlidir. Bu nedenle, farkli
denklemler kullanilmigsa, farkli laboratuvarlar tarafindan hesaplanan serbest

testosteron degerleri kargilagtirilabilir olmayabilir (31).

Bugiine kadar, yukaridaki denklemlerden hangisinin serum serbest testosteron

konsantrasyonlarina en yakin degerleri verdigi bilinmemektedir (31).

2.11. Hormon Ol¢iim Yontemleri

Steroid hormon konsantrasyonlarini dogru 6lgme performansi yonteme gore

degisir. Cok c¢esitli klinik durumlarda, steroid hormonlarmin yiliksek o6zgiilliik,
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hassasiyet, dogruluk ve kesinlik ile dogru standardizasyona sahip teknikler
kullanilarak 6lgiilmesi gerekir. Sonuglarin giivenilir olmasini saglamak, uygun karar
verme i¢in ¢ok dnemlidir ve yanlis tani, uygunsuz tedavi ve gereksiz monitdrizasyonu

onler (58).

Ilk steroid hormon &lciim teknikleri kimyasal ydntemlere ve biyolojik
deneylere dayaniyordu. Bu yontemler sinirli bir analitik hassasiyete (mg veya mcg/L
konsantrasyonlar1) sahipti ve ¢ogunlukla idrardaki konjuge steroidlerin analizi ile
simirliydi. RIA’nin ortaya ¢ikisi, steroid hormonlarinin serum ve plazmada daha
yiiksek bir hassasiyet (ng veya pg/L) ve dzgiilliikle dl¢iilmesini miimkiin kilmistir. Tlk
RIA 1959 yilinda gelistirilmis ve baslangicta peptit hormonlar (insiilin) icin
tasarlanmigtir. Kullanimlar1 daha sonra steroidler gibi daha kiiciik molekiillere
genisletilmis ve ilk olarak Abraham ve ark. tarafindan estradiol RIA ile dl¢lilmiistiir.
Hormonlarin 6l¢timii i¢in RIA testlerinin ortaya ¢ikmasi ve yerlestirilmesi, modern

endokrinolojinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamistir (58).

Kiiciik molekiiller i¢in ilk immiindl¢timleri gelistiren arastirmacilar, bu
tekniklerin zorluklarinin ve simirlamalarinin farkindaydi. Steroid hormonlarin kiiciik
boyutu ve diisiik immiinojenitesi, ek optimize edilmis ©On analitik adimlarin
gelistirilmesini gerekli kilmis ve bu da bir steroid hormon i¢in ilk immiinél¢iimiin
gelistirilmesini  geciktirmistir. Steroid hormonlar kolesterolden orijin alan ve
enzimatik doniisiimlerle sinirli miktarlarda salinan lipid molekiilleridir, bu nedenle
yap1 olarak cok benzerdirler. Bu ek oOn analitik adimlar organik c¢dziiciilerle
ekstraksiyon ve kromatografiyi iceriyordu. Bu adimlar serum, plazma ve idrar gibi
biyolojik sivilarda bulunan farkli steroid hormonlar1 ayirmistir. Bu sekilde, 70'l
yillarda 1yi bir hassasiyet ve ozgiilliige sahip ilk serum steroid testleri gelistirilmistir.
Ancak, numunelerin manuel olarak islenmesinin zaman alici olmasi nedeniyle
bunlarin kullanimi 6zel laboratuvarlarla siirltydi. Onceki saflastirma adimlarima sahip
RIA'larin avantajlar1 arasinda, potansiyel olarak etkilesime giren metabolitlerin
ortadan kaldirilmasi ve steroidleri (testosteron veya E2) serbest birakan organik
coziiciilerle ekstraksiyon sirasinda SHBG gibi tagima proteinlerinin denatiirasyonu yer
alir. RIA'larda numune hacmi optimum hassasiyete gore ayarlanabilir. Ayrica,
kromatografi kullanilarak molekiiler agirlik ve polariteye gore ayrildiktan sonra ayni
numunede farkli steroidler dl¢iilebilir (58).
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Onceki numune saflastirma adimlarina sahip RIA'lar endokrinolojideki
ilerlemelere 6nemli Sl¢iide katkida bulunmustur. Klinik tan1 alaninda, RIA'lar dogru
tan1 ve tedavi i¢in ¢ok dnemli olmustur. Bununla birlikte, bu testler radyasyon tesisleri
gerektirdiginden, zaman aldigindan ve pek pratik olmadigindan (yaklasik 40 6rnekte

tek bir steroid hormonunu 6lgmek iki giin siirer) bazi sinirlamalara sahiptir (58).

70'lerin sonunda, hedefe yonelik antikorlarin ve ¢ift antikor tekniklerinin
gelistirilmesi, daha once bir numune saflastirma adimi igermeyen dogrudan RIA’larin
ortaya c¢ikmasini sagladi. 80'li ve 90l yillarda radyoaktif RIA etiketlerinin yerini
kemiliiminesan, floresan veya enzimatik etiketler almistir. Laboratuvar testlerine olan
talepteki 6nemli artisla ayn1 zamana denk gelen bu yeni etiketler, daha fazla sayida
numunenin test edilmesini saglayan daha basit ve otomatiklestirilebilir reaktif

kitlerinin dahil edilmesini kolaylastirdi (58).

Glinlimiizde, direkt kemiliiminesans immiinoassay (CLIA)’ler (6nceden
numune ekstraksiyonu olmadan) seks hormonlarinin 6l¢iimii i¢in en sik kullanilan
yontemlerdir. Analitik sinirlamalari hizla tanimlanmis olmasima ragmen, 2000 yilina
kadar popiiler hale gelmemislerdir. Bunun nedeni, mevcut yontemlerin analitik
performansina iligskin kanitlarin artmasi ve kiitle spektrometresi tabanli yontemlerin
kullanilabilirliginin artmasidir. Taieb ve ark. tarafindan yayinlanan ¢aligma,
degerlendirilen 10 testosteron immiindl¢iimiiniin hi¢birinin ¢ocuklarda ve kadinlarda
siklikla bulunan degerler araliginda uygun bir analitik performansa sahip olmadigin
ortaya koydugu i¢in bu alanda bir doniim noktasi olmustur. Bu bulgu, ¢esitli klinik
senaryolarda tekniklerin klinik kullanighiligina meydan okumustur. Testosteron tayini
ile ilgili bu bulgular sonraki ¢calismalarda tekrarlanmis ve 0stradiol gibi diger analitlere
de genisletilmistir. Lee ve ark. ile Stanczyk tarafindan yapilan ve MS'i referans alan
caligmalar, immiindl¢glimlerin  menopoz sonrasi kadmlarda serum E2

konsantrasyonlarini kesin ve dogru bir sekilde 6lgemedigini gostermistir (58).

Testosteron da dahil olmak iizere steroid seks hormonlarini gerekli dogruluk,
tekrarlanabilirlik ve hassasiyetle 6lgmenin zorluklar1 15181nda, 2007 yilinda Endokrin
Dernegi, dolasimdaki testosteron seviyelerini 6l¢gmek i¢in referans yontem olarak MS
tabanli tekniklerin kullanilmasini tavsiye etmistir. Birkag yil sonra Endokrin Dernegi,

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) ile birlikte testosteron analizlerini
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standartlastirmak i¢in bir konsensiis bildirisi yayinladi. Ardindan CDC, testosteron
Ol¢iimlerinin  standardizasyonunu amaglayan bir program olan Hormon
Standardizasyon Programi (HOSt)’n1 baslatti. Amag, testosteron analizlerinin
tekrarlanabilirligini, biasini, total analitik hatasim1 ve Kkarsilagtirilabilirligini
gelistirmekti. Son olarak 2013 yili, testosteron 6lgiimi icin Ulusal Standartlar ve
Teknoloji Enstitiisii (NIST) tarafindan hazirlanan izlenebilir ve degistirilebilir bir
referans malzeme olan Standart Referans Materyal (SRM) 971'e kalibre edilmis bir
LC-MS/MS testinin gelistirilmesine ve validasyonuna taniklik etmistir. CDC
standardizasyon programi ¢ergevesindeki gozetim, MS bazli tekniklerin immiinolojik
testlerden daha {dstiin oldugunu tutarli bir sekilde gostermektedir, ancak

immiindl¢iimlerde bazi iyilestirmeler yapilmigtir (58).

2.11.1. Analiz Oncesi Hususlar

Analitlerin 6l¢iimii i¢in analitik dncesi kosullar ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle

preanalitik kosullarin gok iyi kontrol edilmesi gerekmektedir (58).

Testosteron salgilanmasi sirkadiyen bir ritimle olur; degerler 8 a.m.'de zirveye
ulasir ve 8 p.m.’de diiser. %36'lik varyasyonlar rapor edilmistir; bu nedenle testosteron
testinde sabahin erken saatlerinde kan alinmalidir. Testosteronun cogunlugu SHBG'ye
(yiiksek afiniteli, diisiik kapasiteli baglanma) ve alblimine (diisiik afiniteli, yiiksek
kapasiteli) bagli olarak dolasirken, kiigiik bir kismi1 baglanmamis (serbest) olarak
dolasarak hedef dokulara ulasir. Serbest testosteron, hedef hiicrelerde sitozolik
reseptOriine baglanan, hiicre ¢ekirdegine giren ve DNA'ya 6zgli AR elemanlarina
baglanan DHT’ye doniisiir. Bu amagla serbest fraksiyon, DHT nin etkisi ile daha
dogrudan iliskilidir ve klinik uygulama i¢in daha uygundur (58).

Ancak serbest testosteronun dogru Ol¢iimii klinik laboratuvarlar igin bir
zorluktur. Ticari olarak satilan immundlgiimler olmasina ragmen bunlarin 6nemli
limitasyonlar1 oldugu bilinmekte ve klinikte kullanimi 6nerilmemektedir. Serbest
testosteronu 6lgmek i¢in altin standart yontemler arasinda ultrafiltrasyon veya denge
diyalizi sonrasi yapilan 6lgiimler bulunur. Bu tekniklerin kullanilmasi, RIA veya MS

Ol¢iimii Oncesinde serbest testosteronun bagli testosterondan ayrilmasini saglar.
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Ancak, bu yontemler teknik agidan karmasiktir ve ¢ogu klinik laboratuvarda mevcut
degildir. Alternatif olarak, total testosteron, SHBG ve alblimini dikkate alan

denklemler kullanilarak serbest testosteronun belirlenmesi 6nerilir (58).

2.11.2. Analizin Zorluklari ve Immiinolojik Testlerin Avantajlar1 ve

Sinirlamalari

Optimum preanalitik kosullar saglandiginda, test sonuglariin klinik degeri,
uygun bir 6l¢iim yonteminin kullanilmasina biiytik 6l¢iide baglidir. Serumdaki steroid
hormonlarinin klinik veya aragtirma amagl 6l¢iimii zordur. Birincisi, yapisal olarak
benzer ¢ok sayida endojen ve eksojen metabolit (kolesterol tiirevi molekiiller) vardir.
Ikincisi, klinik olarak ilgilenilen konsantrasyon aralig1 ok genistir. Son olarak, serbest
ve dolasimdaki proteine bagli formlarin varlig 6l¢iimii zorlastirir. Immiindlciimler bu
karistiric1 faktorlerin bazilarina karsi hassas olmasina ragmen en yaygin kullanilan
yontemlerdir. Cok sayida bilimsel topluluk, énemli 6l¢iide daha dogru ve hassas
olduklari igin immiindl¢iimler yerine MS tabanli yontemlerin kullanilmasi gerektigini

savunmaktadir (58).

Otomatik immiindl¢iimlerin bir avantaji, sadeligi ve nispeten diisiikk bir
maliyetle ¢ok sayida numuneyi hizli bir sekilde 6l¢me kapasitesidir. Sinirlamalarindan
bazilari, kullanilan antikorlarin spesifik olmamasidir; bu da analite benzer
molekiillerle ¢apraz reaktivite nedeniyle konsantrasyonlarin oldugundan fazla
Olclilmesine neden olabilir. Ayrica, kalibrator ve serum numunelerinin farklh
matrislere sahip olmas1 ayr1 bir analitik zorluga sebep olmaktadir. Son olarak, otomatik
immiinol¢iimler testosteron veya E2’yi SHBG'den ayirmada daha fazla zorluk
gosterebilir ve genel olarak diisiik konsantrasyonlarda steroid hormonlarinin tespit

edilmesini engelleyen sinirli bir duyarliliga sahiptir (58).

Testosteron icin CDC’ye gore referans metot olan LC-MS/MS’e gore
immiindl¢limlerin  dogrulugunun degerlendirilmesinde, 0,435 ng/mL'lik bir
konsantrasyon i¢in énemli sapmalar oldugunu ortaya konulmustur (Ureticilere gore
ortalama bias: Abbott Architect %30, Beckman Coulter %83-89, Siemens %8,5-22,7,

Roche Cobas %48, Tosoh Bioscience %37). Kadinlar i¢in referans aralikta olan bu
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ayn1 konsantrasyon i¢in farkli immiindl¢limler i¢in bildirilen sonuglar 0,344 ila 0,878
ng/mL arasinda degismektedir. Presizyon, daha yiiksek testosteron degerleri (1,6 ve
5,34 ng/mL) i¢in ¢ogu durumda %?20’den az bias ile beraber iyilesmistir. E2 ile ilgili
olarak, erkek serum orneklerinde ticari popiiler immiindlgtimler (Siemens Centaur,
Siemens IMMULITE, Abbott ARCHITECT, Roche Cobas), 25. persentil (0,062
ng/mL) i¢in %11-74 ve ortalama deger (0,082 ng/mL) i¢in %12-53 pozitif bias
gostermistir (58).

DHEA-S, testosteron immiindlgiimlerinde potansiyel bir interferan faktor
olarak tanimlanmis ve asiri tahmine neden oldugu one siiriilmiistiir. Testosteronun
fazla tahmin edilmesi, nispeten diisiik konsantrasyonlar test edildiginde kritik 6nem
tasir. Kadinlar, c¢ocuklar ve testosteron konsantrasyonunun cerrahi/kimyasal
kastrasyon kriteri olarak kullanildig1 prostat kanseri takibindeki erkekler i¢in durum
boyledir. Ayrica 11-ketotestosteron veya 11-hidroksitestosteron gibi diger endojen
metabolitlerle de capraz reaksiyonlar vardir. Testosteron test antikorlari ayrica
nandrolon, danazol veya noretisteron gibi sentetik steroidlerle capraz reaksiyon
gosterebilir. E2 immiindl¢imleri s6z konusu oldugunda, molekiiler benzerlikleri
nedeniyle eksemestan gibi aromataz inhibitorleriyle capraz reaksiyonlar 6zel bir
Ooneme sahiptir (Androstenedion immiindlgiimleri de eksemestan ile ¢apraz reaktivite
nedeniyle yanlis yiiksek konsantrasyonlar verebilir). Aromataz inhibitdrlerinin
etkinligi E2 seviyelerine gore degerlendirildiginden, bu ¢apraz reaktivitenin onemli bir
klinik etkisi vardir. Fulvestrant gibi Ostrojen reseptor antagonmistleri ile c¢apraz
reaktivite de tanimlanmustir. Steroid hormonlarin analizinde spesifik bir interferansin
olusumu ve derecesi, bu immiindl¢iimde kullanilan antikorlara baglidir ve treticiler

arasinda 6nemli farkliliklar vardir (58).

2.11.3. Kiitle Spektrometrisinin Katkisi

Bu steroid analitlerin saptanmasi, benzer yapiya sahip veya 6l¢iim prosediiriine
miidahale eden diger analitlerden (monoklonal antikorlar, biyolojik ilaglar vb. igeren
yeni tedaviler) kaynaklanan girisimlerden arindirilmis yontemlere dayanmalidir. Test

yontemleri ayrica belirli fizyolojik (pediatrik veya kadin numunelerinde) veya
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patolojik ortamlarda oldugu gibi diisiik konsantrasyonlar1 6l¢ebilmek igin yeterli
hassasiyete sahip olmalidir (58).

Bu dogrultuda, MS ¢esitli klinik senaryolarda immiinélgiimlerin
siirlamalarinin {istesinden gelmeyi miimkiin kilmaktadur. Iki teknik (immiinélgiim ve
MS) farkli temellere sahiptir. Birden fazla immunél¢iim ve MS metodu olmasina
ragmen, genel anlamda immiindlgiim antijen-antikor reaksiyonlarina dayanirken, MS
dogrudan analitlerin yapisal 6zelliklerine (kiitle ve kiitle spektrumu) dayanmaktadir
(Sekil 5) (58).

Sekil 5: Immiindlgiimler. (A-C) Yarigmali CLIA 6rnegi. (A) Bu yontemle, spesifik
bir antikor ilgili analiti tanir. (B) Antikor, numune (ilgili analit ve diger molekiilleri igeren) ve
isaretli analit ile inkiibe edilir. Analit ve isaretli analit, antikor baglanma bdlgeleri i¢in
yarigmaya girer. (C) Bagli isaretli analit tarafindan iiretilen kemiliiminisans sinyali kaydedilir.
Bu ornekte, kaydedilen sinyal baslangigta numunede bulunan analit miktar ile ters orantilt
olacaktir. (D-H) MS. Sivi kromatografi tandem-MS (LC-MS/MS) érnegi. (D) ve (E) Organik
bir ¢oziicii kullanilarak bir serum 6rneginin ekstraksiyonu. Bu adim potansiyel interferanslar
ortadan kaldirir. (F) Numune bilesenlerinin sivi kromatografisi ile separasyonu. (G) Analite
Ozgli iyonlarm sec¢imi. (H) Sonuglarin gosterimi. Kromatografik pik alani, numunede

baslangicta bulunan analit miktar1 ile dogru orantilidir (58).
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Yiiksek impact’li dergiler, arastirmacilarin uygun performansa sahip hormon
test yontemlerini kullanmalarin1 giderek daha fazla talep etmektedir; bu da hormon
testlerinde analitik performansin Onemini yansitmaktadir. Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, steroid hormonlarinin primer son nokta oldugu
arastirma ¢aligmalariin yayinlanmasi i¢in MS kullaniminin gerekli olacagini bir bas

yazi ile duyurmustur (58).

Yaygin CLIA’larinn MS tabanli testlere kars1 avantaj ve limitasyonlar1 vardir

(58):

o Immiindlgiimlerin avantajlari; iyi tekrarlanabilirlik, numune 6n

hazirlama olmamasi, hizli, yiiksek sayida numune ¢alisilabilmesidir.

J Immiindlciimlerin limitasyonlari; capraz reaktivite, matriks
etkisi, heterofil antikorlarin interferansi, bazi analitler i¢in ticari
immiinoassaylerin bulunmamasi, lireticiler arasinda farklilik (standardizasyon

yetersizligi), siklikla es zamanli tek parametre 6l¢iilebilmesi.

o MS tabanli testlerin avantajlari; yiiksek spesifite (¢apraz
reaktivite yoklugu), ticari olarak temin edilebilen bir immiinoassay olmadan
molekiillerin analizi, bircok metabolitin es zamanli belirlenmesi (endekslerin

veya profillerin karakterizasyonu).

o MS tabanl testlerin limitasyonlari; siklikla numune hazirligi
gerekir, daha uzun analitik siireg, yliksek kompleksitite, daha az numune

calisilmasi, yiiksek ekipman maliyeti.

Immiindl¢iimler hizli ve tekrarlanabilirdir, bu da yiiksek is yiiklerinin uygun
sekilde ele alinmasini saglar. Buna karsilik, MS yiiksek analitik 6zgiilliige sahiptir
(endojen veya eksojen metabolitlerle, yani ilaclarla ¢apraz reaksiyonlarin olmamast),
daha diislik matris etkisine sahiptir ve heterofil antikorlarin girisiminden etkilenmez.
MS'nin diger avantajlar arasinda ¢ok yonliiliigli (neredeyse tiim analitleri 6lger) veya
ayni ornekten birkag biyobelirte¢ profilini veya panelini ayn1 anda 6lgme kapasitesi

yer alir. Yiiksek 0zgiilliigii laboratuvarlar aras1 degiskenligi en aza indirir, bu da klinik
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karar i¢in referans araliklarinin veya esik noktalarinin olusturulmasini kolaylastirir.
Bununla birlikte, MS 6nemli 6l¢iide masraf gerektiren nispeten pahali ekipmanlarin
kullanilmasini gerektirir. Bu teknik ayrica numune 6n hazirligr gerektirir ve yiiksek is
giicii vardir (yliksek egitimli personel gereklidir) ve daha uzun bir geri doniis siliresine
sahiptir. Bu dezavantajlar klinik laboratuvarlarda yaygin kullanimin1 sinirlamaktadir.
Avrupa dis kalite kontrol programlari, klinik laboratuvarlarda MS kullaniminin

giderek arttigini ortaya koymaktadir (Sekil 6) (58).
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Sekil 6: Almanya Biyoanaliz i¢in Referans Enstitiisti'niin Avrupa Dis Kalite
Kontrol Programi’na uygun olarak, CLIA, MS ve RIA metoduyla testosteron ve E2

Ol¢limii yapan laboratuvarlarin sayisi (58).

2.11.3.1. Kiitle Spektrometrisinin Daha Yararh Oldugu Klinik Senaryolar

Steroid hormon analizleri farkli konsantrasyonlar i¢in hassas, spesifik, dogru

ve kesin olmalidir. MS 6zellikle gesitli klinik ortamlarda kullanighidir (58).

2.11.3.1.1. Hassasiyet: Diisiik konsantrasyonlarda steroid 6l¢iimii

Diisiik konsantrasyonlarda E2 6l¢limii, aromataz inhibitorleri ile tedavi edilen
meme kanserli hastalarin gbzetimi gibi 6zel durumlarda (endojen Ostradiol
konsantrasyonlarinin baskilanmasi gerektiginde) onemlidir. Testler, menopozdaki
kadinlar i¢in 10-15 pg/mL olan tedavi oncesi konsantrasyonlardan <1 pg/mL olan

baskilanmis konsantrasyonlar1 ayirt etmelidir. Benzer sekilde, endometriozis veya
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leiomyom gibi diger hastaliklari olan ve blokaj ve replasman (diisiik doz dstrojen ile
birlikte tibbi kastrasyonu indiiklemek i¢in GnRH agonisti) tedavileri alan kadnlar,
dolasimdaki ostrojenlerin beklenen diislik konsantrasyonlari i¢in yeterli hassasiyete

sahip spesifik bir 6l¢lim tekniginin olmamasi nedeniyle uygun sekilde izlenemez (58).

Yaslt erkek ve yash kadmlar 5-30 pg/mL arasinda degisen diisiik E2
konsantrasyonlarina sahiptir. Bazi durumlarda, diisilk konsantrasyonlar1 6lgme
yetenegi, androjen deprivasyon tedavisi alan prostat kanserli erkekler gibi hastalar i¢in
yararli olabilir. Bu ortamda ostrojen tayini, kemiklerde ve kalpte tedaviye verilen

yanitin degerlendirilmesine ve metabolik durumun degerlendirilmesine yardimci

olabilir (58).

Cocuklarda puberte gelisimini izlemek igin steroid hormonlart diisiik
seviyelerde yiiksek dogrulukla 6lgmek gerekir. Bu durum, ergenlik 6ncesi ¢ocuklar ve
santral, periferik veya mix puberte prekokslu hastalar i¢in 6zellikle onemlidir.
Cocukluk doneminde normal konsantrasyon araliklarinin tanimlanmasi da dnemlidir.
Yasamin bu evresinde, nadiren de olsa, baz1 gonadal tiimorler insan koryonik
gonadotropini (HCG) salgilar ve genellikle yontemin saptama sinirinin altinda kalan

seks hormon iiretimine neden olur (58).

2.11.4. Testosteron Testi

Polikistik over sendromu (PCOS) ve diger androjen fazlaligi formlari olan
hastalarin ¢ogu, ¢ogu immiindl¢iimiin sensitivite ve/veya spesifite eksikligi nedeniyle
yeterince degerlendirilememektedir. Bazi ¢alismalar, PCOS’un klinik tablosu ile
serbest testosteronun, total testosterondan daha iyi korelasyon gosterdigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, altin standart yontemi ultrafiltrasyon veya denge
diyalizine dayanan serbest testosteron 6l¢iimii, yaygin klinik laboratuvarlarda mevcut
degildir. Serbest testosteron tahmini i¢in kullanilan formiiller, total testosteronun kesin
ve dogru bir yontemle 6l¢lilmesini gerektirir. Bu durumda, hesaplama formiillerinin
performansi ultrafiltrasyon veya denge diyalizine dayali 6l¢iimlerinkine benzerdir.
2009 yilindan bu yana Androgen Excess & PCOS Society, total testosteron testi igin

altin standart olarak LC-MS/MS kullanilmasini1 6nermektedir. Bu dernek ayrica bu
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hastalarda biyokimyasal hiperandrojenizmi tahmin etmek i¢in tercih edilen yontem
olarak SHBG ve albiimin kullanarak serbest testosteron hesaplanmasini 6nermektedir

(58).

Bagka bir yayinda total testosteron i¢in ID/GC-MS referans yontem olarak
belirtilmektedir (31).

Yiiksek hassasiyetli yontemlerin gerekli oldugu diger durumlar arasinda,
endojen testosteronu baskilamak i¢in kimyasal kastrasyona tabi tutulan prostat kanserli

hastalarin takibi, erken veya gecikmis pubertenin degerlendirilmesi yer alir (58).

Sonuglar laboratuvarlar arasinda karsilagtirilabilir olmalidir. Tekrarlanabilir
veriler, testleri farkli laboratuvarlarda farkli yontemler kullanilarak gergeklestirilen
hastalarin analizi ve kontrolii i¢in gereklidir. Uygun sekilde standardize edilmis
tekniklerin yaygin kullanimi, belirli bir merkezde takip edilen hastalarin testler arasi
dogruluk ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (reproducibility) eksikligi nedeniyle

baska merkezlere sevk edilmesini 6nleyecektir (58).

Steroid hormon tayininde, 6zellikle yiiksek sensitivite ve spesifite gerektiginde
MS'nin metodolojik olarak {istlin oldugu gosterilmistir. Tim Ol¢lim teknikleri
standardize edilmedigi siirece, hizmet verilen popiilasyon i¢in Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 ~ Enstitiisi  (CLSI)’niin  laboratuvarlar  arasi  tekrarlanabilirlik
(reproducibility), sensitivite ve dogruluk kriterlerini karsilayan valide yontemlerin
kullanilmasi Onerilir. Buna ek olarak, her laboratuvar kendi referans araliklarini
tanimlamalidir. Immiindlgiimler, referans araliktaki konsantrasyonlara sahip
erkeklerde total testosteron ve premenopozal kadinlarda E2 6l¢iimii igin bir sekilde
yararli olsa da, son on yilda yapilan ¢alismalar, 6zellikle steroid hormonlarinin uygun
sekilde belirlenmesi i¢in MS tabanli tekniklerin kullanilmasini siirekli olarak

onermektedir (58).

Ote yandan, ¢ok az laboratuvar MS tabanli teknikleri gerceklestirecek
uzmanliga sahiptir. Rutin klinik tani laboratuvarlarinda total testosteron, genellikle
piyasada bulunan otomatik immiindl¢iimler kullanilarak 6l¢tliir. Saglikli erkekler igin
referans aralikta bulunan serum total testosteron konsantrasyonlarinda immiindl¢tim

yontemlerinin performansi genel olarak tatmin edici olsa da, hipogonadal erkeklerde

35



bulunan daha diisiik konsantrasyonlarda bu testlerin dogrulugu sorunlu olabilir. Tiim
immiindl¢limler i¢cin dogruluk ve kesinlik agisindan yontemle ilgili farkliliklar vardir
ve testosteron i¢in su anda mevcut olan immiindlgiimler i¢in de bu durum gegerlidir.
LC-MS/MS, tanmi laboratuvarlarinda giderek daha yaygin olarak kullanilmakta ve
bir¢ok kisi tarafindan serum total testosteron 6l¢timiinde giivenilir ve dogru bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Ancak, LC-MS yontemlerinin dogrulugu; numune

ekstraksiyon prosediirii ve kalibrasyonun giivenilirligine baglidir (31).

2.11.4.1. Elecsys Testosterone II Immiinél¢iimii

Elecsys Testosterone Il testinde, Gzellikle testosterona karsi yonlendirilmis
yiiksek afiniteli bir monoklonal antikorla (koyun) yarigsmali test prensibi kullanilir.
2-bromoestradiol ile baglayict proteinlerinden ayrilan endojen testosteron,
biotinlenmis testosterona 0zgli monoklonal antikordaki baglanma yerleri igin
rutenyum kompleksi [Tris(2,2'-bipiridil) rutenyum(ll)-kompleksi (Ru(bpy)s*?)] ile

isaretlenmis ilave testosteron tiireviyle yarigir (59).

2.11.4.1.1. Test Prensibi
Yarigmali test prensibidir (59).

1. inkiibasyon: 20 pL numune, rutenyum kompleksi ile isaretlenmis
testosteron tiirevi, testosterona 6zgii biotinlenmis monoklonal antikor ile inkiibe edilir.
Isaretlenmis antikorun baglanma yerleri konsantrasyona bagimli olarak numune analiti

ile dolu hale gelir (59).

2. enkiibasyon: Olusan antijen-antikor kompleksi, streptavidin kaph
mikropartikiiller sayesinde, biotin ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kat1 faza

baglanmis hale gelir (59).

Reaksiyon karisimi 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edilir ve burada, manyetik

mikropartikiiller sayesinde elektrodun yiizeyine manyetik olarak tutunurlar (59).
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Bundan sonra baglanmamis maddeler ProCell M ile uzaklastirilir. Elektrot
lizerine voltaj uygulanmasi elektrokemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir

fotomultiplier ile olgtliir (59).

Sonuglar, 2 noktali kalibrasyonla cihaza 6zgli bir sekilde olusturulan bir

kalibrasyon egrisi ile belirlenir (59).

2.11.5. Serbest Testosteronun Ol¢iimii

Serbest testosteron ya dogrudan testlerle ya da yayinlanmig birkag farkl
hesaplama yoluyla dolayli olarak 6l¢iiliir. Su anda, serbest testosteron Sl¢iimii igin altin
standart yontem, serbest testosteronun diisiik molekiiler agirlikli yar1 gegirgen bir
membrandan diferansiyel gecisini saglayan denge diyalizi sonras1 MS tabanl teknikler
ile dlgtimidiir (55,60). Ancak, denge diyaliz metodu pahalidir, zaman alicidir ve rutin

klinik kullanim ag¢isindan pratik degildir (60).

Denge diyaliz metoduna ek olarak analiz 6ncesi ultrafiltrasyon yontemini de
altin standart metot olarak kabul eden yaymlar mevcuttur. Her iki yontem de
testosteronun sadece baglanmamis fraksiyonun (serbest testosteron) gegisine izin

veren yar1 gegirgen bir membran kullanilarak ayrilmasini igerir (31).

Literatiirde bioT, FAI ve serbest testosteron igin ¢ok sayida tahmin denklemi
tanimlanmistir  ve sonucglar direkt testlerle yiiksek korelasyon oldugunu
gostermektedir. Cesitli calismalar, hesaplanan serbest testosteronun prediktif
dogrulugunu degerlendirmis, 1072 erkek iizerinde yapilan bir ¢aligmada hesaplanan
degerler, testle belirlenen bioT ile karsilagtirilmistir. Sonuglar, total testosteron
kullanilarak yiiksek prediktivite saglandigini (r?=0,68) ve total testosteronun
biyokimyasal hipogonadizmi belirlemek igin test edilen diger yontemlerden daha iyi
oldugunu gostermistir (AUC; TT=0,93, FAI=0,72, Wheeler hesaplamasi=0,91,
Vermeulen hesaplamasi=0,88). Daha diisiik total testosteron seviyelerinde [216-346
ng/dL (7,5-12 nmol/L)], serbest testosteronun tek basina total testosterondan daha
iistin oldugu bulunmustur. Bu bulgular, hesaplanan serbest testosteron veya bioT'nin
tanty1 dogrulamaya yardimci olabilecegi; simirda diisiik total testosteron vakalari

disinda total testosteronun hipogonadizmin daha iyi bir gostergesi olabilecegini
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disiindiirmektedir. ASA, EAA, EAU, ISA ve ISSAM'm giincel kilavuzlari, sinirda
diistik total testosteron vakalarinda serbest testosteronun dogrulayici bir belirteg olarak

kullanilmasina yonelik bu stratejiyi benimsemistir (55).

Serbest testosteron hesaplamalarinin prediktif dogrulugunu degerlendiren bir
calismada, Sartorius ve ark., hesaplanan serbest testosteronun ampirik yontemlerinin
(Ly, Sartorius) en uyumlu oldugu; diger denklemlerin (Vermeulen, Wheeler,
Sodergard) gercek degerden fazla tahmin edilmesine neden oldugu sonucuna varmistir

(55).

Ho ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, Vermeulen denklemiyle hesaplanan
serbest testosteron (STvermeulen) degerleri genel olarak Wheeler denklemiyle hesaplanan
serbest testosteron (sTwheeter) Ve Sodergard denklemiyle hesaplanan serbest testosteron
(STsodergard) degerlerinden daha diisiik; ancak Ly denklemiyle hesaplanan serbest
testosteron (sTry) degerinden daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, STsodergard; STVermeulen
ve sTiy'a kars1 pozitif, STwheeler'd karst negatif biasa sahip bulunmus. Yine, STwheeler' IN
STsodergard, STVermeulen V€ STLy'a kars1 pozitif biasa sahip oldugu bulunmustur. sTyy ise,
diger ti¢ denklem kullanilarak elde edilen sonuglardan 6nemli dlgiide daha diisiik

bulunmustur (56).

2.11.5.1. Serbest Testosteron Hesaplamasinda Kullanilan Algoritmalar

Serbest testosteron ve bioT konsantrasyonlari, yaymlanmis cesitli algoritmalar
kullanilarak da hesaplanabilir. Serbest testosteron ve bioT'yi hesaplamak i¢in en
yaygin kullanilan iki denklem Vermeulen ve ark. ve Sodergard ve ark. tarafindan
aciklananlardir. Bu algoritmalar, total testosteron, SHBG ve albiimin
konsantrasyonlar ile testosteronun SHBG (kt) ve alblimine (ka) baglanma sabitleri
bilindiginde serbest testosteron ve bioT'nin hesaplanabilecegini varsayar. Bu
hesaplamalar, testosteronun SHBG ve alblimine baglanmasi i¢in birlesme sabitinin
uygun bir sekilde tahmin edilmesine baglidir. Bununla birlikte, ¢esitli yontemlerle
dlciilen ki icin 5,97 x 108, 10°, 16 x 10® ve 19 x 108 gibi degerler bildirilmistir. Cogu
yayinda serbest testosteron veya bioT'nin hesaplanmasi i¢in belirli bir yontemin

secilmesine iliskin herhangi bir argiiman sunulmamaktadir; ancak yukarida
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aciklandig1 gibi, belirli bir sabitler kiimesinin seg¢ilmesi, hesaplanan serbest ve
biyoyararli testosteron konsantrasyonlarinin sonuclarmi acik¢a etkileyecek ve

dolayisiyla analizlerin sonuglarimi etkileyebilecektir (1).

2.11.5.1.1. Vermeulen ve ark. ve Sodergard ve ark.’nin serbest testosteron (sT)
hesaplamasi icin denklemi ile Vermeulen ve ark., Sodergard ve ark. ve Emadi-

Konjin ve ark.’nin bioT hesaplamasi i¢in denklemi (1,56)
bioT = Kat X albiimin X ST/ (1 + KatX ST ) + ST

ST = {-1 - ke X SHBG - Kat X albiimin + (kat + ki) X TT + V{[1 + k¢ x SHBG +
Kat X albiimin - (Kat + ke) X TT]* + 4 X [Kat + ki + Kat X ke X (SHBG + albiimin - TT)] x
TT}}/ {2 X [Kat + ki + Kat X ki X (SHBG + albiimin - TT)]}

Tiim denklemlerdeki albiimin, SHBG, ST, bioT ve TT (total testosteron) i¢in

birimler mol/L’dir.

(56) STvermeuten = {TT — albiimin x 0,5217 - 1 — SHBG + V[(albiimin X 0,5217
+ 1+ SHBG - TT)?+ 4 x (albiimin x 0,5217 + 1) x TT]} / [2 X (albiimin x 0,5217 +

D]

Denklemdeki SHBG, sT, ve total testosteron (TT) igin birimler nmol/L;
alblimin i¢in g/L’dir.

Testosteronun SHBG ve albiimine baglanmasi i¢in afinite sabitleri, Sodergard
ve ark. tarafindan &nerilen 5,97 x 108 L/mol (SHBG) ve 4,06 x 10* L/mol (albiimin);
Vermeulen ve ark. tarafindan onerilen 10° L/mol (SHBG) ve 3,6 x 10* L/mol
(albiimin); Emadi-Konjin ve ark. tarafindan 6nerilen 1,4 x 10° L/mol (SHBG) ve 1,3
x 10* L/mol (albiimin)’diir (1).
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2.11.5.1.2. Morris ve ark.’ye gore bioT i¢in hesaplama denklemi (1)

bioT (nm0|/|_) = e[(-0,266 +0,955 x In(TT) - 0,228 x In(SHBG)]

Denklemdeki SHBG ve TT igin birimler nmol/L’dir.

2.11.5.1.3. Ly ve ark.’ye gore ST icin hesaplama denklemi (1,56)

ST (pmol/L) = -52,65 + 24,4 x TT — 0,704 x SHBG — 0,0782 x TT x SHBG —
0,584 x TT?

Denklemdeki SHBG ve TT i¢in birimler pmol/L’dir.

Bir calismada bioT farkli denklemlerle hesaplandiginda, testosteronun
SHBG'ye baglanmas1 igin farkli iliski sabitlerinden beklendigi gibi, ortalama
Di0Tsodergard en yliksek bulunmus, bunu bioTvermeuen, PI0TMoris V& DIOTEmadi-Konjin
izlemistir (1). Ayrica, total testosteron ve bioTwmorris konsantrasyonlari arasinda giiclii
korelasyon bulunmus; degisen SHBG konsantrasyonlarinin bioTmorris kOnsantrasyonu
tizerindeki etkisinin sinirl oldugu gosterilmistir (1). Serbest testosteron i¢in en yiiksek

deger STSodergard’da iken, bunu STVermeulen ve STl_y,Ilil’l 1Z1€d1g1 bulunmustur (1)

Vermeulen ve Sodergard denklemleri, total testosteron, SHBG ve
testosteronun albiimin ve SHBG'ye baglanmasi icin birlesme sabitlerinin bioT ve

serbest testosteronu hesaplamak i¢in kullanildig kiitle etkisi yasasina dayanmaktadir
).

Emadi-Konjin ve ark. ile Morris ve ark. ilk olarak amonyum-siilfat
presipitasyonu ile bioT'yi Olgmiis ve bu sonuglari total testosteron ve SHBG
konsantrasyonlarini kullanarak, diger numunelerdeki bioT konsantrasyonlarini tahmin

etmek i¢in bir algoritma olusturmak i¢in kullanmiglardir (1).

Ly ve ark. ilk olarak 4000 ornekte serbest testosteronu tahmin etmek igin bir
ultrafiltrasyon testi kullanmiglardir. Daha sonra bu numunelerde serbest testosteronu
tahmin etmek icin 2 regresyon modeli olusturdular: <5 nmol/L total testosteron

konsantrasyonlari i¢in bir denklem ve >5 nmol/L igin bir denklem (1).
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2.11.5.1.4. Wheeler’e gore serbest testosteron i¢in hesaplama denklemi (20)

Wheeler denklemi, 100 normal erkek ve 18 normal kadindan alinan serum
orneklerinde jel filtrasyon yontemiyle Ol¢iilen serbest testosteron konsantrasyonlariin
regresyon analizinden tiiretilmistir (56). Denkleme gore testosteron ve SHBG'deki

degisiklikler dikkate alinmisg, ancak albiimin konsantrasyonu hesaba katilmamustir:
sT (nmol/L) =[2,28 — 1,38 x log(SHGB) /10] x TT x 10

Denklemdeki SHBG ve TT igin birimler nmol/L’dir.

Ho ve ark., hesaplanan serbest testosteronun Uluslararasi Klinik Kimya ve
Laboratuar Tibbi1 Federasyonu (IFCC)’na gore referans araliklarini tanimlamus,
Vermeulen denklemine gore alt (2,5p) ve tist (97,5p) referans sinirlari sirasiyla 0,245
nmol/L ve 0,785 nmol/L bulunmus. Serbest testosteron denklemleri arasinda
Wheeler'inki en yiiksek referans araligini verirken, en diisiik referans araligini1 Ly
denklemi vermis: Wheeler 0,314 (2,5p) — 0,845 (97,5p) nmol/L; Sodergard ve ark.
0,278 (2,5p) — 0,821 (97,5p) nmol/L; Ly 0,174 (2,5p) — 0,589 (97,5p) nmol/L (56).

Vermeulen denklemi kullanilarak hesaplanan biyoyararli testosteron
(bioTvermeuten) i¢in referans araligi ise 2,5p igin 6,1 nmol/L ve 97,5p i¢in 19,2 nmol/L
olarak bulunmus (56).

2.11.5.2. Serbest Testosteron Direkt Ol¢ciim

Serbest testosteronun direkt analog testleri ticari olarak mevcuttur ancak, tani
amaciyla onerilmemektedir (3,31). Serbest testosteron konsantrasyonlar1 direkt RIA
ile 6lgiilebilir, ancak dogruluk eksikligi nedeniyle elestirilmektedir (1). Ancak, daha
yeni yayinlarda Vermeulen formiilasyonu ile direkt 6l¢iim (immunoliiminometrik)
karsilastirilmis; sensitivite ve spesifite analizinde, tiim hastalar dikkate alindiginda
direkt yontemin duyarliliginin %75,0, 6zgiilliiglinlin ise %93,4 oldugu goriilmiistiir
(60). Metodolojik agidan direkt analog testler, testosteron olan bir izleyici (analog)
kullanir ve testteki antikora baglanir, ancak serum baglayici proteinlere baglanmaz

(31). Teorik olarak, analog dikkatle segilir ve test uygun sekilde optimize edilirse,
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antikora yarigmali bir sekilde baglanan analog miktari numunedeki serbest testosteron
konsantrasyonuyla ters orantilidir (31). Ancak, direkt testlerle elde edilen sonuglardan
ziyade denge diyalizi ile belirlenen serbest testosteron konsantrasyonlar1 total
testosteron ile daha iyi korelasyon gosterme egilimindedir (31). LC-MS/MS’de serbest
testosteron Ol¢limiinde ise diger direkt testlerden farli olarak analiz 6ncesi denge
diyaliz veya ultrafiltrasyon asamasi kullanilir (1,12,61). Rutin laboratuvarlarda serbest
testosteronu 6l¢mek i¢cin dogru ve uygulanabilir analizlerin olmamasi nedeniyle,

literatiirde serbest testosteron tahmini i¢in bir¢ok alternatif yontem bildirilmistir (31).

2.11.5.2.1. Equilibrium Diyaliz (Denge Diyaliz)

Direkt denge diyalizi sonrasi analiz, daha 6nce de bahsedildigi tizere, birgok
arastirmaci tarafindan serbest hormonlarin 6l¢iimii igin referans yontem olarak kabul
edilen bir yontemdir (55,60,62). Sekil 7°de krokisi ¢izilmistir. Denge diyaliz hiicresi,
birbirinden yar1 gegirgen bir zarla ayrilmis iki bélmeden olusur. Bu membran kiigiik
molekiillerin bir bélmeden digerine serbestce difiize olmasina izin verir ancak, biiyiik

molekiillerin (proteinler gibi) gegisini engeller (62).

Serum numunesi bir bdlmeye, tampon ise ikinci bolmeye yerlestirilir.
Inkiibasyon siiresi boyunca, serbest hormon ve diger kii¢iik molekiiller bir bolmeden
digerine membran boyunca difiize olur. Dengeye ulasildiginda, tipik olarak 16-24 saat
sonra, iki bolmedeki serbest hormon ve diger kii¢lik molekiillerin konsantrasyonlari
esittir. Teorikte bu sartin saglanmasi, kullanilan ED yOnteminde bir dizi faktore

baglidir (62):

. Diyaliz tamponunun bilesimi ve pH'si (Bunlar baglayici

proteinlerin ilgili analite olan afinitesini etkileyecektir),
. Ortam sicaklig1 (Proteinlerin afinitesi sicakliga baglidir),

o flgili analitin nonspesifik baglanmasinin (NSB) biiyiikliigii
(Artan NSB, ilgili analitin, baglayici proteinlerinden daha fazla ayrilmasina

neden olacaktir),
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o Membranin dogasit (Membran, sadece kiiciik molekiillerin

difiizyonuna izin vermelidir),

. Serum hacmine gore tampon hacmi.

Equilibrium

membrani
Baglayici
protein-1 - &
.
A ® ®
®
Baglayici > ® L d
protein-2 <
® ® )
-
[
~ ®
Baglayici ®

protein-3

Sekil 7: Denge diyaliz metodunun sematik gdsterimi. Normal
konsantrasyonlarda baglayici proteinler igeren serum, serum bolmesine yerlestirilir. Tampon
ikinci bir bolmeye yerlestirilir ve yar1 gecirgen bir membran ile serumdan ayrilir. Denge
durumunda iki bolmedeki serbest analit konsantrasyonu esittir. Bu nedenle, tampon

bolmesinde bulunan serbest analit konsantrasyonu 6l¢iimii serumda bulunan ilgili serbest

analit konsantrasyonunu yansitmahidir (62).

Ticari olarak elde edilebilen denge diyaliz aparatlar1 Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1: Ticari Olarak Elde Edilebilen Denge Diyaliz Aparatlari (63)

Diyaliz aparatlar: Aparat bas1i  Diyaliz hiicresi Aparattaki diyaliz

maliyet basina maliyet hiicresi sayisi
iaokgry ve ark.’nin 44,16$ 0,46$ 9%
endi yapimlari
RED aparati* 445,0% 9,27% 48
Harvard Apparatus** 446,0$% 4,65% 96
HTD96*** 4149,0$ 43,22% 96

* Rapid Equilibrium Dialysis (RED) aparat1 — Tek kullanimlik ek parcali plate
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).

** Harvard Apparatus 96-hiicreli DispoEquilibrium Dialyzer — Tek kullanimlik plate
(Harvard Bioscience, Holliston, MA).

*** HTD96b yeniden kullanilabilir komple iinite (HTDialysis, LLC, Gales Ferry, CT)

Olciim teknikleri, Tablo 2a ve Tablo 2b’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2a: Ol¢iim Teknikleri Ozeti (Total testosteron, bioT, FAI) (55)

Test / Aciklama

Avantajlar

Dezavantajlar

Total testosteron

Immiinoassay

= Testosteron antikorlar1 ve izleyici element ile
karistirilmig serum

» izleyici, bir radyoizotop (RIA), enzim (EIA),
floresan (FIA) veya kemiliiminesan (CLIA) bilesik
olabilir.

= Hizl1 ve basit

= Ucuz

* Yaygin olarak kullanilmasi

= Cesitli popiilasyonlarda ¢ok sayida referans araligi
= Normal testosteron seviyelerinde kabul edilebilir
performans

* Yiiksek verim

= Testosteron ekstraksiyonu/kromatografi, ek zaman ve teknik
uzmanlik gerektirir ve organik atik olusturur.

= Diisiik/yiiksek testosteron seviyelerinde azaltilmis dogruluk
= RIA radyoaktif atik iiretir

Kiitle Spektrometrisi

= Molekiilleri iyonize eder ve kiitle-yiik oranlarini
Olger.

= Altin standart teknik

= Miikemmel sensitivite ve spesifite

= Yiiksek/diisiik testosteron seviyelerinde dogru
= Multipl steroidlerin eszamanl 6l¢timii

= Yiiksek verim (LC-MS/MS)

= Pahali

= Kalibrasyon gerektirir

= GC-MS kapsamli numune hazirlama ve uzmanlik gerektirir
= Ekstraksiyon, organik atik olusturabilir

Biyoyararh testosteron

Amonyum-siilfat presipitasyonu

= Seruma eklenen izleyici isaretli testosteron

= SHBG, amonyum siilfat ilavesiyle ¢oktiirilmiistiir.

= Kalan izleyici total testosteron ile ¢arpulir.

= Denge diyalizi ile iyi korelasyon gosterir.

= Zaman alic1 ve yogun ig giicii gerektirmesi
= [zleyici safsizliklar1 sonuglart bozabilir.
= Total testosteron testinin dogruluguna dayanir.

Serbest Androjen indeksi (FAI)

= Total testosteronun SHBG'ye orani

= Hizl1 ve basit

= Diisiik seviyelerde serbest testosteron ile zayif korelasyon
= Total testosteron ve SHBG testinin dogruluguna dayanir.
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Tablo 2b: Olgiim Teknikleri Ozeti (Serbest Testosteron) (55)

Test / Aciklama

Avantajlar

Dezavantajlar

Serbest testosteron

Hesaplanan serbet testosteron

= Kiitle hareket yasasi (Wheeler, Sodergard,
Vermeulen)

= Ampirik formiiller (Ly)

= Denge diyalizi ile iyi korelasyon gosterir.
= Hizl1 ve basit

= Denge diyalizi ile iyi korelasyon gosterir.

= Hizl1 ve basit

= Kiitle hareket yasasina dayali hesaplamalardan daha
dogru

= SHBG ve albliminin testosterona baglanmasi i¢in denge

disosiasyon sabitlerine dayanr.

= Total testosteron ve SHBG testlerinin dogruluguna dayanir.

= Gergek degeri fazla tahmin etme egilimindedir.

= Laboratuvar spesifik
= Baglangigta ¢ok sayida numune gerektirir.

Denge diyalizi

= Diyaliz odacigina yerlestirilen serum

= Seruma eklenen izleyici isaretli testosteron

* Dengeye ulagma

= Diisiik molekiiler agirlikli gegirgen membran
kiigiik molekiillerin gegisini kisitlar.

= Bagli ve serbest igaretli testosteron orant
degerlendirilir.

= Serbest testosteron icin altin standart metot
= Mitkemmel sensitivite
= Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilir

* Teknik agidan zorlu

= Pahali

= Zaman alic1 ve yogun is giicli gerektirmesi

» izleyici safsizliklar1 sonuglar1 bozabilir.

= Total testosteron testinin dogruluguna dayanir.

Immiinoassay

= Testosteron analogu antikora baglanmak igin
serbest testosteron ile yarisir.

= Hizlt

= Ekstraksiyon basamagi gerektirmez.
= Ucuz

= Otomatize

* Dogrusal olmayan sonug (Inaccurate)
* Onerilmez
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2.12. Metabolik Sendrom
2.12.1. Metabolik Sendromun Tanim ve Tarihcesi

1998 yilinda Reaven, Amerikan Diyabet Dernegi yillik yoplantis1 Banting
Konferansi'nda Sendrom X kavramini sunmustur. Sendrom X’i su sekilde
tamimlamustir: (1) insiilinle uyarilan glukoz uptake’ine direng; (2) glukoz intolerans,;
(3) hiperinsiilinizm; (4) ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (trigliserid) artisi; (5)
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol azalmasi; (6) hipertansiyon.

Glukoz intolerans1 veya tip2 DM’si olan ¢ogu kiside, genellikle bir arada
goriilen ve giiniimiizde “Metabolik Sendrom” olarak bilinen durumu olusturan ¢ok
sayida risk faktorii vardir. Hem insiilin direnci hem de santral obezite 6nemli faktorler
olarak kabul edilmektedir. Aym1 kiside ortaya c¢ikan metabolik anormalliklerin
kiimelenmesi, her bir anormallikle iliskili riskin toplaminin iistiinde énemli bir ek

kardiyovaskiiler risk olusturuyor gibi goriinmektedir (64).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), diinya yetiskin niifusunun %20-
25'inin MetS'ye sahip oldugunu ve MetS'ye sahip olmanin miyokard enfarktiisii veya
serebrovaskiiler hadise riskini ii¢ kat, oliim riskini ise iki kat artirdigin1 tahmin
etmektedir. MetS'nin tip2 DM riskini bes kat artirdigi tahmin edilmektedir. Ayrica,
sendromun daha fazla bileseni mevcut oldugunda kardiyovaskiiler mortalitenin

arttigini belirtmislerdir (65).

2.12.2. insiilin Direnci

Viicuttaki hiicrelerde (karaciger, iskelet kas1 ve yag dokusu) glukoz uptake’ini
kolaylastirmak igin pankreastaki beta hiicrelerinde insiilin salgilanir. Insiilin direnci,
bu dokularin glukoz emilimine karsi daha az duyarli veya sonunda direncgli hale
geldiginde ortaya ¢ikar. Glukoz artik hiicreler tarafindan uptake edilemez ve kanda
kalir. Glukozu uptake etmek i¢in giderek daha fazla insiilin (hiperinsiilinemi)
tiretilmesi ihtiyacini tetikler. Stirekli artan miktarlarda insiilin iiretimi beta hiicrelerini
zayiflatir ve sonunda yipratabilir. Pankreas artik yeterli insiilin {iretemez hale

geldiginde kisi hiperglisemik hale gelir ve tip2 DM tanis1 konur. Bu durum
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gerceklesmeden Once bile, insiilin duyarliligin1 daha da bozan trigliserid birikimi de

dahil olmak iizere viicutta hasar meydana gelir (64).

2.12.3. Santral Obezite

Obezite, insiilin direnci ve metabolik sendrom ile iliskilidir. Obezite;
hipertansiyon, yiiksek serum kolesterolii, digiik HDL kolesterol ve hiperglisemiye
katkida bulunur ve bagimsiz olarak daha yiiksek kardiyovaskiiler hastalik (KVH) riski
ile iliskilidir. Tip2 DM, koroner kalp hastalig1i ve bazi kanser tiirleri de dahil olmak
lizere bir dizi baska hastalik seklinde ciddi saglik sonuglari riskinin VKi'deki artisla
yiikseldigi gosterilmistir (64). Ancak, bel gevresi ile dlgiilen karin bolgesindeki asir
viicut yagi, MetS profilini géstermede VKi'den iistiindiir. Uluslararasi Obezite Grev
Giicii (IOTF), diinya niifusunun 1,7 milyarinin halihazirda tip2 DM gibi asir1 kiloya
bagli, bulasici olmayan hastaliklar acisindan yiiksek risk altinda oldugunu
bildirmektedir (64).

MetS’nin kiiresel tip2 DM ve KVH artisina yol agmasi nedeniyle, yasam tarzi
miidahaleleri ve tedavinin diyabet ve/veya KVH gelisimini 6nleyebilmesi i¢cin MetS’li

bireylerin erken tespit edilmesi biiyiik bir tibbi ve ekonomik zorunluluktur (64).

Bir dizi uzman grup MetS i¢in klinik kriterler gelistirmistir. Bunlardan en
yaygin kabul gorenleri Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Avrupa Insiilin Direnci Calisma
Grubu (EGIR) ve Ulusal Kolesterol Egitim Programi - Ugiincii Yetiskin Tedavi Paneli
(NCEP ATP III) tarafindan hazirlanmigtir. Tiim organizasyonlar, MetS’nin temel
bilesenleri olan obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve hipertansiyon konusunda
hemfikirdir. Ancak, klinik uygulamada MetS’li bireyleri belirlemeye caligirken

mevcut kilavuzlari kullanimi ya zordu ya da geliskili sonuglar veriyordu (64).

Ayrica, MetS i¢in birden fazla tanimin varligi kafa karigikligina neden olmus
ve bu durum her bir tanimin degerlerini karsilastiran bir¢ok calisma ve arastirma
makalesi ile de sonug¢lanmistir. Sendromu tanimlamak i¢in farkli tanimlarin
kullanildig1 calismalardan elde edilen veriler arasinda dogrudan karsilastirmalar

yapmak da zor olmustur (64).
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IDF uzmanlart, klinik uygulamada kullanimi kolay olan ve yalnizca arastirma
ortamlarinda mevcut olan Ol¢liimlere dayanmayan, evrensel olarak kabul gormiis tek
bir tan1 aracina ihtiya¢ duyuldugunu fark etmistir. Yeni IDF tanimi hem klinik hem de
arastirma ihtiyaglarini ele almakta, diinya ¢apinda kullanima uygun, erisilebilir bir tani

aract saglamakta oldugu séylenilmektedir (64).

2.12.4. Metabolik Sendrom Tam Kriterleri

2.12.4.1. Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) Yetiskin Tedavi Paneli
(ATP) Il Kriterleri

Ulusal Kalp, Akciger ve Kan Enstitiisti himayesindeki NCEP ATP II’e gore,
2004 yilinda yayinlanan MetS'nin tan1 kriterleri Tablo 3’te 6zetlenmistir (66).

ATPIII, MetS’yi esasen obezitenin metabolik komplikasyonlarinin bir
kiimelenmesi olarak tanmimlamistir. Listelenen kriterler arasinda bel c¢evresinin
artmasiyla belirlenen abdominal obezite, yiiksek trigliserit, diisik HDL kolesterol,
yiiksek kan basinci ve yliksek aglik plazma glukozu yer almaktadir. Tani i¢in insiilin
direnci gerekli degildir; ancak ATP III kriterlerini karsilayan ¢ogu kisi insiiline direngli

olacaktir (66).

Tablo 3: Metabolik sendromun NCEP ATP III klinik tanimlanmas1 (66)

* Bes kriterden iiciine sahip olundugunda, metabolik sendrom tanisi
konulabilir.

Parametre Deger

Erkeklerde: >102 cm
Kadinlarda: >88 cm

Trigliserit >150 mg/dL (>1,7 mmol/L)

Erkeklerde: <40 mg/dL (<1,04 mmol/L)
Kadinlarda: <50 mg/dL (<1,3 mmol/L)

Kan Basinci SKB >130/>85 mm Hg

Bel Cevresi

HDL kolesterol

Achik Glukozu >110 mg/dL (>6,1 mmol/L)
ATP: yetiskin tedavi paneli; SKB: sistolik kan basinci; DKB: diyastolik kan basinci
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2.12.4.2. Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF) Tam Kriterleri

IDF’ye gore bel ¢evresi i¢in normalin {ist sinir1 etnik gruplara gore farkliliklar
gostermektedir. Ayrica, bel ¢evresi icin NCEP ATP III degerlerinin Amerika Birlesik

Devletleri'nde kullanilmaya devam edilecegini belirtmislerdir (64).

Yeni IDF tanimina gore, bir kisinin MetS’li olarak tanimlanabilmesi i¢in Tablo

4 ve 5’teki ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (64).
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Tablo 4: IDF Metabolik Sendrom Tan1 Kriterleri (64)

Santral obezite* + Asagidaki dort faktorden herhangi ikisi:

Trigliserit yiikselmesi >150 mg/dL (1,7 mmol/L) veya bu lipid anormalligi i¢in spesifik tedavi.

Erkeklerde: <40 mg/dL (1,03 mmol/L) veya bu lipid anormalligi igin spesifik tedavi.

HDL-K azalmas: Kadinlarda: <50 mg/dL (1,29 mmol/L) veya bu lipid anormalligi i¢in spesifik tedavi.

Sistolik KB: >130 mm-Hg veya diyastolik KB: >85 mm-Hg veya dnceden tan1 konulmus hipertansiyon

Kan basinc1 (KB) yiiksekligi tedavisi.

APG: >100 mg/dL (5,6 mmol/L) veya 6nceden tan1 konulmus tip 2 diyabet.
Yiikselmis achk plazma glukozu (APG) (APG: >100 mg/dL ise OGTT siddetle tavsiye edilir ancak, sendromun varligint tanimlamak i¢in gerekli
degildir.)

* Santral obezite etnik gruplara gore farklilik gostermekle beraber Tablo 3’te belirtilmistir (64).
* VKI >30kg/m? ise santral obezite varsayilabilir ve bel gevresinin dlgiilmesine gerek yoktur (64).

Tablo 5: IDF’ye gore bel gevresi igin etnik spesifik degerler (64)

Ulke/Etnik grup Bel cevresi

Avrupahllar Erkeklerde: >94 cm
(ABD'de ATP III degerlerinin (102 cm erkek; 88 cm kadin) klinik amaglarla kullanilmaya devam Kadmlarda: >80 cm

edilmesi muhtemeldir.)

Giiney Asyalilar Erkeklerde: >90 cm
(Cinli, Malay ve Asya-Hintli popiilasyona dayanmaktadir.) Kadinlarda: >80 cm
Cinliler Erkeklerde: >90 cm

Kadinlarda: >80 cm
Erkeklerde: >90 cm
Kadinlarda: >80 cm
Dabha spesifik veriler elde edilene kadar Giiney Asya dnerilerini

Japonlar

Etnik Giiney ve Merkez Amerikallar

kullanin

Sahra-alti Afrikahlar Daha spesifik veriler elde edilene kadar Avrupa verilerini
kullanin

Dogu Akdeniz ve Orta Dogu (Arap) popiilasyonlar: ]E)lif]l:mipesmk veriler elde edilene kadar Avrupa verilerini
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2.12.4.3. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) Tam Kriterleri

DSO kilavuzlarn1 (Tablo 6) da KVH'yi, MetS’nin primer sonucu olarak
gormektedir. Ancak ATP III kriterlerinden farkli olarak tani i¢in; yiiksek kan basinci,
yiiksek trigliserit, diisik HDL Kkolesterol ve artmis VKI (veya artmis bel:kal¢a orani)
ve mikroalbliminiiriden olusan diger iki risk faktorii ile birlikte insiilin direnci
gerekmektedir. ATPIII kriterlerine gore daha yiiksek bir kan basinci gereklidir. DSO
kriterlerinin potansiyel bir dezavantaji, rutin klinik degerlendirmenin 6tesinde 6zel

glukoz durumunun gerekli olabilmesidir (66).

Tablo 6: Metabolik Sendrom i¢in DSO Klinik Kriterleri (66)

Asagidakilerden biri ile tanimlanan insiilin direnci:

» Tip 2 diyabet

= Bozulmus achk glukozu

* Bozulmus glukoz toleransi

* Ya da normal aghk glukoz seviyesine (<6,1 mmol/L ya da <110 mg/dL) sahip
olanlar icin, hiperinsiilinemik, églisemik kosullar altinda incelenen arka plan
popiilasyonu icin en diisiik ¢eyrek dilimin altinda glukoz uptake’i.

Arti, asagidakilerden herhangi ikisi:

= Antihipertansif ila¢ alimi ve/veya yiiksek kan basinci1 (SKB: >140 mm Hg veya
DKB: >90 mm Hg)

* Plazma trigliseridi >1,7 mmol/L (=150 mg/dL)

» HDL-K erkeklerde <0,9 mmol/L (<35 mg/dL) veya kadinlarda <1,0 mmol/L
(<39 mg/dL)

» VKi >30 kg/m? ve/veya bel:kal¢a oram erkeklerde >0,9 , kadinlarda >0,85

= Uriner albiimin atim hiz1 >20 pg/dk veya albiimin:kreatinin oram >3.4
mg/mmol

2.12.4.4. Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi (AACE) Tam Kriterleri

AACE, insiilin rezistan sendromu i¢in tigiincii bir kriter seti 6nermistir (Tablo
7). Bu kriterler, tanimlanmis sayida risk faktorii belirtilmemesi ve taninin klinik karara

birakilmasi diginda ATP III ve DSO kriterlerinin bir karisimi gibi gériinmektedir. Bir
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kiside diyabet gelistiginde, insiilin direnci sendromu terimi artik gegerli degildir.
Bozulmus aglik glukozu olmayan hastalarda, bir anormallikten siiphelenildiginde 2
saatlik bir post-glukoz testi oOnerilir; yiiksek degerler tip2 DM Ongoriisiini

iyilestirecektir (66).

Tablo 7: Insiilin Direnci Sendromu Tanis1 icin AACE Klinik Kriterleri* (66)

Risk Faktorii Bilesenleri Anormallik icin Esik Degerleri

Asiri kilo/obezite VKI >25 kg/m?

Yiikselmis trigliserit >1.70 mmol/L (>150 mg/dL)
s Aol 4 ol
Yiikselmis kan basinci >130/85 mm Hg

2 saatlik glukoz testi sonrasi Glukoz >7,8 mmol/L (>140 mg/dL)
Aclik glukozu 6,1 ila 6,9 mmol/L (110 ila 124 mg/dL)

= Ailede tip 2 diyabet oykiisii
= Hipertansiyon veya KVH
= Polikistik over sendromu
Diger risk faktorleri = Sedanter yasam tarzi

» {lerleyen yas
= Tip 2 diyabet veya KVH i¢in yiiksek risk
tastyan etnik gruplar

* Tani, risk faktorlerine dayali klinik degerlendirmeye baglidir.

2.12.5. Metabolik Sendrom ve Testosteron Iliskisi

Obezite ve MetS’nin diisiik testosteron ile iligkili oldugu gosterilmistir (30,67).
Bir yandan artan viicut yagi; pro-enflamatuar sitokinleri salgilamasi, insiilin direnci ve
diyabet yoluyla hipotalamik-pituiter-testikiiler (HPT) eksenini ¢oklu mekanizmalarla
baskilarken; diger yandan diisiik testosteron; total ve viseral yag kiitlesinin daha fazla
artmasini tesvik ederek gonadotropin inhibisyonunu siddetlendirir (67). Son olarak,
obstriiktif uyku apnesi ve hiperkortizolizm gibi obezite ile iliskili komorbiditelerin de

HPT eksenini baskilayabilecegine dair kanitlar vardir (67,68).
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Adipositlerin  yiizeyinde bulunan lipoprotein lipaz (LPL), kandaki
trigliseridleri pargalayarak adipositlerde birikmesine neden olur, ancak testosteron
adipositlerdeki LPL'yi baskiladigindan, testosteron diisilk oldugunda adiposit
hipertrofisi ortaya ¢ikar (30). Testosteron adipositlerdeki B-reseptorlerinin sayisini
artirarak kok hiicre diizeyinde adiposit farklilagmasini engellediginden ve miyosit
farklilagmasini tetiklediginden, diisiik testosteron adipoz dokuda artisa neden olur

(30). Androjen reseptorii elimine edilmis farelerde de viseral yagda artis gdzlenmistir
(30).

Total testosteronun yaklasik %98'i SHBG ve albiimine baghdir, ancak
karacigerde sentezlenen SHBG'in obezite, diyabet ve metabolik sendromda kan
konsantrasyonunun azaldig1 gosterilmistir ve bu kosullarda total testosteron serbest
testosterondan nispeten daha diistik olmaya egilimlidir (30). Prospektif Massachusetts
Erkek Yaslanma Calismasinda, non-obez bir durumdan obez bir duruma gegmek,
testosteron seviyelerinde 10 yas ilerlemeyle karsilastirilabilir bir diisiisle
sonuclanmustir (69). Total testosteron seviyelerindeki diisiisler biiyiik 6l¢lide obezite
ile iligkili hiperinsiilinemiye bagl olarak SHBG'deki azalmalarin bir sonucudur (67).
Gergekten de tartismali olsa da, serbest testosteron seviyelerinin 6l¢iimii, SHBG
seviyelerinin referans araliginin disinda oldugu durumlarda total testosteron dl¢iimiine
gore androjen durumunun daha dogru bir degerlendirmesini saglayabilir (70). Ancak,
serbest testosteron seviyeleri i¢in referans araliklari, 6zellikle SHBG'nin yasla birlikte

arttig1 yash erkeklerde iyi belirlenmemistir (67).

Obezite ve periferik patolojilerle iligkili HPT ekseninin baskilanmasinin ¢ogu
reverzibl olarak goriilmekte ve kilo kaybinin iyilesmeyle sonuglandigi bildirilmektedir
(30). Aslinda, diyet ve egzersiz yoluyla %10 kilo kaybi, kandaki total testosteron

seviyelerini 6nemli 6lglide artirmustir (30).

Diisiik testosteron seviyeleri erkeklerde diyabet ile iliskilidir (30). Yanal bir
calisma, kan testosteron seviyelerindeki diisiisiin insiilin direnci ile iligkili bagimsiz
bir faktor oldugunu bildirmistir (30). Buna ek olarak, SHBG seviyesindeki azalma,
SHBG genindeki spesifik polimorfizmler ve diyabet riski arasinda tutarli bir iligki
oldugu bildirilmistir (30). Bu arada, kan testosteron seviyesindeki diisiisiin MetS
riskini artirdi@i goriilmiistiir (30). Cok sayida kesitsel ve prospektif ¢alismada,
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erkeklerde hem total hem de serbest testosteron seviyeleri ile yaglanma arasinda

stirekli olarak negatif dogrusal korelasyonlar bulunmustur (67).

Avrupa Erkek Yaslanma Calismast (EMAS)’nda 3219 erkek ile yapilan bir
kohortta, normal kiloya gore obezitede 8,7 kat; asir1 kiloda 3,3 kat artmis sekonder
hipogonadizm riski bulunmustur (71). Hem total hem de serbest testosteron seviyeleri,
obez erkeklerde zayif erkeklere kiyasla daha diisiik bulunmustur; asir1 kilolu

erkeklerde ise daha az ancak yine de 6nemli bir azalma bulunmustur (72).

VKi'in testosteron diizeyi ile ters iliskisinin eslik eden hastaliklarmn varligiyla
daha da artabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (67). Nitekim, obez ancak
saglikl erkeklerde diisiik testosteron prevalansinin %12 gibi nispeten diisiik bir oranda
oldugu bildirilirken (73); baska bir c¢alismada, Ttgiincii basamak hastane

polikliniklerine bagvuran diyabetik erkeklerde %57'lik bir prevalans bulunmustur (74).

Blouin ve ark., daha yiiksek testosteron degerlerine sahip hastalarin, daha
diisiik testosteron degerlerine sahip olanlara kiyasla tigten az MetS bilesenine sahip
olma olasiliklarinin daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (75,76). Bu bulgu,
Kaplan ve ark.’nin yaptig1 aragtirmada bazal total testosteron diizeyleri ile NCEP-ATP
III bilesenlerinin sayisi arasinda ters bir iliski bulduklar1 gozlemleriyle uyumludur
(77). Laaksonen ve ark., 1896 diyabetik olmayan erkekte total testosteron diizeyleri ile
MetS'ye sahip olma olasiligi oranlar1 arasinda ters bir iliski oldugunu one siirerek
MetS'de testosteron diizeylerinin diismesinin roliinii desteklemistir (27). Diger bir
boylamsal ¢alismada, diger kesitsel ¢alismalardaki bulgulara benzer sekilde, MetS
prevalansinin yasla birlikte arttigini ve bunun daha diisiikk androjen seviyeleriyle
iligkili oldugu dogrulanmistir (78). Ayrica, diisiik SHBG seviyeleri ile birlikte diisiik
total testosteron seviyelerinin, daha yiikksek MetS insidansini Ongordiigiini
bulmuslardir (78).

Testosteron replasman terapisi (TRT)’nin MetS’de etkili olmasi
beklenmektedir (30). TRT'nin VKI, bel gevresi, lipid metabolizmasi, kan basinci, aglik
glukozu, insiilin direnci, damar sertligi, karaciger yaglanmasi ve kemik remodellingi
tizerindeki etkinligi yaygin olarak bildirilmistir (30). Uzun siireli TRT, hipogonadizmli
erkeklerde prediyabetin tip2 DM’ye ilerlemesini tamamen onler ve glisemiyi iyilestirir
(30).

55



Dolasimdaki diisiik androjen seviyelerinin MetS i¢in bir risk faktorii oldugu
aciktir (79). Laaksonen ve ark., baslangicta MetS’i olan hastalarin 11 yillik takip siiresi
boyunca hipogonadizm gelistirme olasiliginin artacagini géstermistir (80). Makhsida
ve ark., hipogonadizmin MetS'nin merkezi bir 6zelligi oldugunu ve testosteron
tedavisinin 6gonadal hormon konsantrasyonlarint diizeltmenin yani1 sira MetS'in
kendisi lizerinde de faydali bir etkisi oldugunu, diyabet ve KVH'ye ilerlemeyi

yavagslattigini savunmustur (81).

Buna karsin, Chen ve ark.’ye gore, total testosteron seviyelerinin MetS olma

olasiligi ile ters iligkisi olsa da, testosteronun tip2 DM gelisiminde bir rolii yoktur (82).

Visseral obezite endokrinolojik dengesizliklere yol agabilir ve insiilin, glukoz
ve C-peptid seviyelerinde artis ile pozitif; testosteron seviyeleri ile negatif olarak
iliskilendirilmistir (83).

Santral veya abdominal obezite, MetS'nin klasik bir 6zelligidir ve total
testosteron seviyelerinin diismesiyle iligkilidir (84-88). Svartberg ve ark., 1548 erkek
tizerinde yaptig1 ¢alismada (25-84 yas) serbest testosteron ve SHBG seviyelerinin bel
cevresi ile ters iliskili oldugunu géstermistir (86,87). Diger ¢alismalar, total testosteron
ile obezite arasindaki anlamli ters korelasyonu dogrulamistir (27,89). Bu ters iliskiyi
aciklayabilecek makul bir mekanizma, biiyiik yag rezervlerine sahip bireylerde yiiksek
serum leptin seviyeleridir (79). Obez bireylerde, yiiksek leptin seviyelerinin LH/HCG
ile uyarilan androjen lretimine miidahale ederek androjenik hormon olugumunu
baskiladigi varsayilmistir (90). Baska bir yayinda, belirgin obezitenin, serbest
testosteron seviyelerinde kesin bir azalma ile iligkili oldugu; burada LH ve FSH
seviyeleri genellikle diisiik oldugu veya uygunsuz bir sekilde normal oldugu; bu
baskilanmanin hipotalamik-hipofiz seviyesinde meydana geldigi; nedeni olarak da yag
dokusunun, 6zellikle inflame ve insiiline diren¢li durumdayken, testosteronu E2’ye
doniistiiren aromatazi eksprese etmesi olabilecegi one sitiriilmiistiir (67). Adipoz E2 ise
hipofiz gonadotropin sekresyonunu azaltmak igin negatif feedbackte bulunabilir.
Kismen test sinirlamalari nedeniyle, artan dolasimdaki E2 konsantrasyonlarinin
dogrulanmasi ¢ogu zaman zordur (67). Ek olarak, E2'nin lokal dokuya 6zgii artislar

dolagimdaki konsantrasyonlara yansimayabilir (67).
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Ote yandan, yag dokusu aromataz hipotezi diger veriler tarafindan iyi bir
sekilde desteklenmemektedir (67). Obez erkeklerin aromataz inhibitorleriyle
tedavisinin testosteron seviyelerini artirabildigini ve fertiliteyi geri getirebildigini
gosteren klinik ¢alismalar (91) E2 aracih HPT c¢kseni baskilanmasinin
patofizyolojisini desteklememektedir; ¢iinkii bu tedaviyle gonadotropinler ve
testosteron seviyeleri de yiikselir (67). Ayrica, daha yeni caligmalar diyabetik
obezitenin dolasimdaki E2'deki azalmalarla iliskili oldugunu 6ne stirmektedir (92).
Ustelik EMAS c¢alismasinda, non-diyabetik obez erkeklerde bile E2'nin diisiik
olduguna ve diisiik testosteron diizeyleriyle iligkili olduguna dair kanitlar vardir

(71,93).

Artan visseral organ yag dokusu E2’ye ek olarak artan miktarlarda
proinflamatuar sitokinler, insiilin ve leptin de salgilar; bunlarin hepsi HPT ekseninin

aktivitesini birden fazla diizeyde engelleyebilir (94).

Asir kortizol salgisi olan hastalarda potansiyel olarak hipotalamo-hipofizer
aks yoluyla testosteron iiretiminin baskilanmasi; SHBG’nin azalmasi; adipositlerde
testosteronun E2’ye aromatizasyonunun artmast; testikiiler steroid liretiminin sitokin
aracili inhibisyonu, obezitede baskilanmig testosteron iiretiminin nedenleri arasinda
gosterilir (79). Ek olarak, viseral yag dokusunda aromataz aktivitesi, negatif feedback

yoluyla testosteron iiretimini baskilayan daha yiiksek E2 seviyelerine yol agar (79).

Prostat kanserli erkeklerde uygulanan androjen deprivasyon terapisi (ADT)
sonucunda, total viicut yag kiitlesinde ve VKI’de artis; yagsiz viicut kiitlesinde azalma
saptanmustir (79). ADT alan prostat kanserli hastalar hipogonadal hale gelir ve MetS

gelistirme riski altindadir (95).

Braga-Basaria ve ark., ADT ile tedavi edilen ve edilmeyen prostat kanserli
erkeklerde MetS ve bilesenlerinin prevalansini aragtirmis ve bu degisiklikleri saglikli
kontrollerle karsilagtirmigtir. Veriler, MetS'nin ADT'li erkeklerde, ADT olmayan ve
kontrol gruplarina kiyasla daha yaygin oldugunu gostermistir. Spesifik olarak, ADT
alan erkeklerde VKI, trigliseritder ve aclik glikoz seviyeleri, saglikli kontrollere gore

onemli 6l¢iide yilikselmistir (96).
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Plasebo ve testosteron preparatlart verilerek yapilan klinik g¢aligmalarda,
testosteronun yagsiz viicut kiitlesini artirdigi; yag kiitlesini ise dnemli bir oranda
azalttig1 gosterilmistir (39,97-99). Ek olarak, Kapoor ve ark., testosteron ile tedavi
edilen bir grup diyabetik hastada bel ¢cevresinin 6nemli 6l¢iide azaldigin1 gostermistir
(100). Buna karsin, testosteron tedavisinin MetS'nin bilesenlerini diizeltecegi
konusunda bir fikir birligi yoktur (79). Bir ¢alismada, hipogonadal olmayan erkeklerde
uygulanan testosteron terapisinin karbonhidrat metabolizmasini, insiilin sekresyonunu
veya etkisini iyilestirdigi goézlemlenmedi (101). Bunun nedeni ise, testosteron
terapisinden herhangi bir fayda beklenmeden 6nce erkeklerin ger¢ekten hipogonadal
olmasi gerektigidir (79). Son olarak, testosteron tedavisinin yag kiitlesini azalttigi

birgok randomize kontrollii calisgmada dogrulanmistir (67).

Ozetle, gozlemsel calismalar siirekli olarak obezitenin erkeklerde diisiik
testosteron seviyeleri ile gilicli bir iligkisini gostermektedir. Gergekten de
epidemiyolojik veriler, diisiik testosteronun en giiclii tek belirleyicisinin obezite
oldugunu ve obezitenin testosteron seviyelerinde yasa baglh diisiise 6nemli bir katkida
bulundugunu gostermektedir (72). Buna karsilik, saglikli yaslanmanin kendi basina
testosteron seviyelerinde belirgin diisiislerle nadiren iligkili olduguna dair kanitlar
artmaktadir (102). Bunun nedeni, yasa bagh testikiiler disfonksiyonun, en azindan
kismen LH salgilanmasinda yasa bagli bir artisla telafi edilmesi olabilir (71). Bununla
birlikte, obezite, LH artisin1 baskiladig1 igin, yastan bagimsiz olarak fizyolojik
mekanizmalarla telafi edilemeyen hipotalamik-hipofizer baskilanmaya yol agar (71).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma Ordu Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 09.12.2022
tarih ve 24/285 sayili karari ile Giresun Valiligi i1 Saglik Miidiirliigii’niin 12.01.2023
tarih ve E-41544352-799-206912606 say1li karari ile yiiriitiildii. Ek olarak bu ¢aligma
Giresun Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan

desteklendi (SAG-BAP-C-301123-61).

3.1. Calismaya Dahil Edilen Goniilliiler

Arastirmamiz, 01 Mart - 30 Kasim 2023 tarihleri arasinda Giresun Egitim ve
Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 poliklinigine basvuran bireyler i¢in kesitsel bir
calisma olarak planlandi. Dahil etme kriterleri, 20-49 yas aras1 erkek ve goniillii olmak
idi.  Paraproteinemi  ve/veya  kriyoglobulinemisi,  otoimmiin  hastaligi,
primer/sekonder/tersiyer hipertiroidi/hipotiroidisi, akromegalisi, hipogonadizmi,
kromozom anomalileri (Klinefelter sendromu, vs.), karaciger ve bobrek hastaligi
olanlar ile anti-epileptik ilag kullananlar ve 10-12 saatlik gece agligi olmayanlar
calisma dist birakildi. Dahil etme ve dislama kriterlerine uygun 202 erkek goniillii
calismaya dahil edildi.

Bilgilendirilmis onami alinan goniilliilerden tiim ¢alisma siireci boyunca tek
bir arastirict (E.I) tarafindan yas bilgileri ve anamnez alinarak boy, kilo, bel ¢evresi,
sistolik ve diastolik kan basinci lglimleri yapildi. Goniillillerden 10-12 saatlik gece
aclig1 sorgulandi ve sabah 09:00-11:00 saatleri arasinda diize jelli tiiplere alinan vendz
kan numunelerinden 1800 x g’de 10 dk santrifiij yapilarak elde edilen serum
numuneleri alikotlanarak analizlerin yapilacag: giine kadar -80°C’de saklandi. Serum
numunelerinde glukoz, total kolesterol, trigliserid, HDL kolesterol, LDL kolesterol,
total protein ve albiimin ticari kitler kullanilarak cobas® 8000 modiiler analizor serisi
(Roche Diagnostics, USA) cobas c-702 ve cobas ¢-502 modiilleri ile; insiilin, SHBG
ve total testosteron ise ticari kitler kullanilarak cobas® 8000 modiiler analizor serisi
(Roche Diagnostics, USA) e-602 modiilii ile ¢alisildi.

Insiilin direnci icin HOMA-IR, aglik insiilin (mU/L) x aglik glukozu (mmol/L)
degerinin 22,5'e boliinmesiyle hesaplandi (103). VKI, viicut agirlig1 ile boy arasindaki
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oranin kilogram/metrekare (kg/m?) olarak hesaplanmasiyla belirlendi. Calismaya dahil
edilen goniilliiler icin MetS degerlendirilmesi NCEP ATPIII ve IDF kriterlerine gore
yapildi (104,105).

3.2. Total Testosteron ve SHBG Analizleri

Total testosteron, ticari kitler kullanilarak cobas® 8000 modular analiz0r serisi
(Roche Diagnostics, USA) e-602 modiilii ile ¢alisildi. Elecsys Testosterone 11 testinde,
Ozellikle testosterona karsi yonlendirilmis yiliksek afiniteli bir monoklonal antikorla
(koyun) yarigmali bir test prensibi kullanilir. 2-bromoestradiol ile numuneden salinan
endojen testosteron, biotinlenmis antikordaki baglanma yerleri i¢in rutenyum
kompleksi [Tris(2,2'-bipiridil) rutenyum(11)-kompleksi (Ru(bpy)s*?)] ile isaretlenmis
ilave testosteron tiireviyle yarisir (59). Metot kompetitif test prensibidir. ilk
inkiibasyon ile 20 pL numune ve rutenyum kompleksi ile isaretlenmis testosteron
tiirevi, testosterona 0Ozgii biotinlenmis monoklonal antikor ile inkiibe edilir.
[saretlenmis antikorun baglanma yerleri konsantrasyona bagimli olarak numune analiti
ile dolu hale gelir. ikinci inkiibasyon ile, olusan antijen-antikor kompleksi streptavidin
kapli mikropartikiiller sayesinde, biotin ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kati
faza baglanmis hale gelir. Reaksiyon karisimi 6lglim hiicresi i¢ine aspire edilir ve
burada, manyetik mikropartikiiller sayesinde elektrodun yiizeyine manyetik olarak
tutunurlar. Bundan sonra baglanmamis maddeler ProCell M ile uzaklastirilir. Elektrot
lizerine voltaj uygulanmasi elektrokemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir
fotomultiplier tiip ile olgiiliir. Sonuglar, iki noktali kalibrasyonla cihaza 6zgii bir
sekilde olusturulan bir kalibrasyon egrisi ile belirlenir. Total testosteron i¢in 6lglim
araligi 0,087-52,0 nmol/L, limit of blank (LoB) 0,042 nmol/L, limit of detection (LoD)
0,087 nmol/L, limit of quantitation (LoQ) 0,416 nmol/L, 20-49 yas araliginda erkek
bireyler igin referans araligi (5. — 95.persentil) 8,64-29,0 nmol/L idi. Metodun
bildirilen intermediate presizyon varyasyon degerleri 0,323 nmol/L, 1,05 nmol/L, 2,49
nmol/L, 6,94 nmol/L, 46,8 nmol/L insan serum diizeyleri i¢in sirasiyla %14,5, %S5,9,

%3,2, %2,1 ve %3,0 idi (59).

SHBG, ticari kitler kullanilarak cobas® 8000 modular analizér serisi (Roche

Diagnostics, USA) e-602 modiili ile ¢aligildi. Elecsys SHBG testinde, ozellikle
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SHBG’ye kars1 yonlendirilmis yliksek afiniteli isaretli ve biyotinli olmak {izere iki
monoklonal antikorla (fare) sandvig test prensibi kullanilir. Biotinlenmis antikor ile
rutenyum kompleksi [Tris(2,2'-bipiridil) rutenyum(il)-kompleksi (Ru(bpy)s*)] ile
isaretlenmis antikor, numunedeki SHBG’nin epitoplarma baglanir (48). Ilk
inkiibasyon ile 10 pL numune, rutenyum kompleksi ile isaretlenmis monklonal
SHBG’ye spesifik antikor ve biotinlenmis SHBG’ye spesifik monoklonal antikor ile
inkiibe edilir ve bdylece antijen konsantrasyonuna bagimli olarak antikor-antijen-
antikor kompleksi olusur. Olusan antikor-antijen-antikor kompleksi, streptavidin kapli
mikropartikiiller sayesinde, biotin ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kati1 faza
baglanmis hale gelir. Reaksiyon karigimi 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edilir ve burada
manyetik mikropartikiiller sayesinde elektrodun yiizeyine manyetik olarak tutunurlar.
Bundan sonra baglanmamis maddeler ProCell M ile uzaklastirilir. Elektrot {izerine
voltaj uygulanmasi elektrokemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir
fotomultiplier tiip ile ol¢iliir. Sonuglar, iki noktali kalibrasyonla cihaza 6zgii bir
sekilde olusturulan bir kalibrasyon egrisi ile belirlenir. SHBG i¢in 6l¢iim araligi 0,35-
200 nmol/L, limit of detection (LoD) 0,35 nmol/L, limit of quantitation (LoQ) 0,35
nmol/L, 20-49 yas araliginda erkek bireyler i¢in referans araligi (5. — 95.persentil)
18,3-54,1 nmol/L idi. Metodun bildirilen intermediate presizyon varyasyon degerleri
13,7 nmol/L, 42,0 nmol/L ve 189,0 nmol/L insan serum diizeyleri i¢in sirasiyla %1,8,

%2,1 ve %4,0 idi (48).

3.3. Serbest Testosteron ve bioT Hesaplamalarinda Kullamlan Algoritmalar

Vermeulen ve ark. (8), Sodergard ve ark. (13), Emadi-Konjin ve ark. (14),
Morris ve ark. (17), Ly ve ark. (18) ile Wheeler ve ark. (20)'nin bildirdigi 6nerilen
algoritmalar igin bioT ve serbest testosteron hesaplamalari yapildi (Tablo 8 ve 9).
Algoritmalar i¢in Onerilen bioT ve serbest testosteron hesaplamalari Tablo 10°da

gosterilmistir.
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Tablo 8: Vermeulen ve ark. (8), Sodergard ve ark. (13) ve Emadi-Konjin ve
ark. (14)’nin bildirdikleri algoritmalara gore serbest testosteron (sT) ve bioT
denklemleri

T (mol) _ —b+./b? + 4a[TT]
S L 2a

a = Kat+ ki + (Kat X ki) X ([SHBG] + [albumin] - [TT])

b =1+ kitx[SHBG] + Kkat x [albumin] — (Kat + ki) X [TT]

Denklemde SHBG, total testosteron (TT) ve albumin konsantrasyon birimleri mol/L
olmalidir.

(56) sTv = {TT — albiimin x 0,5217 - 1 — SHBG + V[(albiimin x 0,5217 + 1
+ SHBG - TT)?+ 4 x (albiimin x 0,5217 + 1) x TT]} / [2 x (albiimin x 0,5217 + 1)]

Denklemdeki SHBG, sT, ve TT igin birimler nmol/L; albiimin i¢in g/L’dir.

Vermeulen ve ark. (8), Sodergard ve ark. (13) ve Emadi-Konjin ve ark. (14)’in

bildirdikleri sabitler asagidaki gibidir:

Testosteronun Testosteronun
SHBG’ye baglanma albumine baglanma
iliski sabiti (ki) iliski sabiti (Kat)
Vermeulen ve ark. 9 4
(8,56) 10° L/mol 3,6 x 10* L/mol
Sodergard ve ark. (13) 5,97 x 108 L/mol 4,06 x 10* L/mol
Emad"K(Ol'})'” ve ark. 1,4 x 10° L/mol 1,3 x 10 L/mol

Serbest testosteron hesaplandiktan sonra bioT asagidaki fromil ile

hesaplanir:

bioT (mol/L) = {kat x [albumin] x [sT]/ (1 + Kat X [ST])} + [ST]
SHBG (mol/L)

Testosteron (mol/L)
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Tablo 9: Vermeulen ve ark. ile Sodergard ve ark.’nin bildirdikleri yaklasimin disinda Emadi-Konjin ve ark. (14), Morris ve ark.
(17), Ly ve ark. (18) ve Wheeler (20)’in bildirdigi 4 farkli algoritma

Denklem

Emadi-Konjin ve ark. (14)

bioT (mol/L) = {Kat X [albiimin, mol/L] x [sT, mol/L] / (1 + ka X [ST, mol/L])} + [ST, mol/L]
ki = 1,4 x 10° L/mol ve ki = 1,3 x 10* L/mol ve 4,3 g/dL’lik sabit plazma albiimin
konsantrasyonlar1

Morris ve ark. (17)

bioT (nmoI/L) —e (-0.266 + 0.955*In[TT, nmol/L] — 0.228*In[SHBG, nmol/L])

Ly ve ark. (18)

sT (pmol/L) = -52,65 + 24,4 x [TT, nmol/L] — 0,704 x [SHBG, nmol/L)] — 0,0782 x [TT,
nmol/L] x [SHBG, nmol/L] — 0,0584 x [TT, nmol/L]?
Bu denklem total testosteron > 5 nmol/L oldugu durumlar i¢in gegerlidir.

Total T’nin <5 nmol/L oldugu durumlarda asagidaki denklem kullanilir:
sT (pmol/L) = -6,593 + 19,304 x [TT, nmol/L] — 0,056 x [SHBG, nmol/L] — 0,0959 x [TT,
nmol/L] x [SHBG, nmol/L]

Wheeler (20)

sT (nmol/L) =[2,28 — 1,38 x log(SHGB, nmol/L)/10] x (TT, nmol/L) x 10
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Tablo 10: Onerilen algoritmalar igin bioT ve serbest testosteron (ST) hesaplamalar

Algoritma bioT sT
Vermeulen ve ark. (8) +
Sodergard ve ark. (13) +
Emadi-Konjin ve ark. (14) +
Morris ve ark. (17) +

Ly ve ark. (18)

Wheeler (20)
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3.4. Denge Diyaliz Metodu
3.4.1. Denge Diyaliz Ekipmanlari
3.4.1.1. 96-Kuyucuklu Denge Diyaliz Blogu

Denge diyaliz aparat1 8 sira ve 12 siitun olmak {izere toplamda 96 kuyucuk
olarak tasarlandi. Tasarlanan 8 siradaki kuyucuklarin dip kismi1 konveks olacak sekilde
planlandi (Sekil 8). Blogun malzemesi, kimyasal ve sicaklik dayanimi yiiksek olan
saf politetrafloroetilen (PTFE) olarak se¢ildi. Kuyucuklar @7 mm ve i¢ hacimleri 685
pL idi. Kuyucuklar aras1i mesafe 9 mm olarak belirlendi. Kuyucuklarin agilacagi blok,
kuyucuk ortalarina membran yerlesimi yapilabilmesi igin, her sira kuyucugun
merkezinden gececek eksenlerde 9 parcaya boliindii (Sekil 9). 9 parcadan olusan
kuyucuk bloklar1 i¢in hizalama ve sizdirmazlik saglama amaclar1 ile mengeneli bir
cergeve tasarlandi. Cergeve, 4 adet blok kullanilarak olusturuldu. Mengene, 1 adet
hareketli blok ve 2 adet M5 vida kullanilarak planlandi. Cergeve alt tabaninda sac
kullanildi. Kuyucuk bloklarimin hizalanmasi i¢in bloklarin iki yanindan @5 pim
gecirildi. Cerceve bloklari, cerceve alt tablas1 ve mengene c¢ene blogu i¢in 304 kalite
paslanmaz ¢elik kullanild1 (Sekil 9). Kuyucuk bloklar1 hizalama pimleri i¢in 304 kalite
paslanmaz ¢ubuk kullanildi. Kuyucuk bloklar1 ve ¢ergeve bloklart CNC dik isleme

merkezinde talas kaldirma yontemi ile tek tek ebatlanmis ve islenmistir.

o UL «

Sekil 8: Konveks sonlu kuyucuklarin enine kesiti
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Sekil 9: 96-kuyucuklu diyaliz ve ¢ergeve bloklar1 genel goriintiisii

3.4.1.2. Diyaliz Membram

Membran sec¢imi testosteron ve baglayici proteinlerin molekiiler agirliklarina
gore yapilmistir. Testosteron, albiimin, SHBG ve kortizol baglayici globulin igin
molekiiler agirliklar sirasiyla 0,288 kDa, 66,5 kDa, 90-100 kDa ve 58 kDa idi. Diyaliz
i¢in kullanilan membran SnakeSkin™ Dialysis Tubing 10K MWCO (10 kDa), 35 mm
dry 1.D., 35 feet (Thermo Scientific™, Catalog Number: 88245, LOT:YG371492) idi.

3.4.1.3. Diyaliz Tamponu

Diyaliz tamponun belirlenmesinde CLSI C45-A kilavuzu esas alinmstir. ilgili
kilavuzun tavsiyeleri; 1) diyaliz tamponu, serumun iyonik ortamin1 miimkiin oldugu
kadar yakindan taklit eden bir biyokimyasal bilesime sahiptir, i1) serum pH 7,40 ve
37,0 °C’de tamponlanir, iii) numune diyalizden 6nce seyreltilmez ve seyreltme faktorii
diyalizin dogal 1:2 seyreltme degerini agmaz, iv) diyaliz sirasinda sicaklik 37,0 £ 0,5
°C araligi iginde sabit tutulur (106,107). Bu amag i¢in HEPES tamponu hazirlandi. Bu
tampon i¢in KrosClinic KRS-R-250 cihazindan elde edilen 0,04 uS/cm iletkenlikteki

deiyonize su otoklavlandi. Aciklanan siraya gore tartilan kimyasallardan 52,75
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mmol/L N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N'-(2-ethane sulfonic acid), 22,5 mmol/L
NaOH, 91,6 mmol/L NaCl, 1,65 mmol/L KH2POa, 2,68 mmol/L KCI, 1,12 mmol/L
MgSOs. 7H20, 5,00 mmol/L iire ve 1,90 mmol/L CaClz.2H>0 800 mL otoklavlanmis
deiyonize su i¢inde ¢ozdiiriildii. Oda sicakliginda (21,0 °C + 0,5 °C) 1 N HCl ile
tamponun pH’si 7,60’a ayarlandi ve tampon hacmi otoklavlanmig deiyonize su ile 1
L’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon 0,22 pm’lik filtreler kullanilarak steril olarak

filtrelendi ve 7 giinden uzun olmayacak sekilde 2-8°C’de saklandi.

Farklt molekiiller i¢in tasarlanan denge diyalizi ¢alismalarinda kullanilan

tamponlar Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11: Farkli molekiiller igin tasarlanan denge diyalizi ¢alismalarinda kullanilan tamponlar

Makale Parametre M.?njbr? ? Por Diyaliz Aparati Tampon Hacmi  Numune Hacmi  Tampon
Biiyiikliigii
1 litre tamponda 131 mmol Na, 4,3 mmol
K, 1,9 mmol Ca, 1,0 mmol Mg, 98 mmol
Tiroksin The re-usable dialysis Cl, 1,3 mmol PO4 1,3 nmol SO4, 5,4
Nelson JC (108) 12-14 kDa cell 2400 uL 200 pL. nmol laktat, 3,3 nmol glutamat ve 8
mmol ire (HEPES + Jelatin + IgG +
antibiyotikler)
Proteinsiz  normal insan serumunun
ultrafiltratt (131 mmol Na, 4,3 mmol K,
. L The re-usable dialysis 1,9 mmol Ca, 1,0 mmol Mg, 98 mmol ClI,
I Sinha-Hikim (109)  Testosteron 12-14 kDa cell 2400 pL 200 pL 1.3 mmol POs, 1,3 nmol SOs, 5.4 nmol
lactate, 3,3 nmol glutamat ve 8 mmol
iire)
; 500 pL (erkek) -
Tom Fiers (61) Testosteron 25 kDa Harvard Apparatus 100 uL (kadm) pH 7,28 protein-free tampon
Trifluoroasetik asit (>%99,0), NH,OH
. (%29,7 NH3), NaCl, NasPO4, Na;HPO,,
Bingfang Yue (110) Tsve T4 5 kDa 200 uL 200 puL KH:POs, KCl, MgSO,7H20, HEPES
(serbest asit), iire, CaCl,, NaN3; ve NaOH
Michael J Banker . 96-well dialysis 150 uL 0,05 M sodyum fosfat (0,07 M NaCl
(111) g 12_1g91 apparatus (Pfizer) 150 ul. i¢inde), pH 7,5
. Printed Equilibrium .
Cody W Pinger (112) Zn 3.5 kDa Dialysis Device 700 uL 700 uLL 150 mM NaCl, 21 mM Tris (pH 7,40)
; gge;gig?jlg\l/liggl?glED) 100 mM sodyum fosfat ve 150 mM NaCl
Ruth E Curran (113)  Ilaglar (Thermo Fisher 500 puL 300 uL (pH 7,40)
Scientific)
Zackary M. Herbst flalar 12-14 kDa In-House-Made, 250 UL 300 uL 10x Phosphate Buffered Saline, pH 7,4,

(63)

Microdialysis Device

0,1M fosfat, 0,154M NaCl
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3.4.2. Denge Diyalizi Calisma Prosediirii

96-oyuklu diyaliz blok parcalar1 ilk olarak %5 sodyum hipoklorit ile
temizlendikten sonra KrosClinic KRS-R-250 cihazindan elde edilen 0,04 pS/cm
iletkenlikteki otoklavli deiyonize su ile durulandi. Sonra, kullanimdan 6nce ve sonra
60 dakika %0,5 (v/v)’lik Triton X-100 ¢6zeltisinde, sonrasinda 30 dakika %70 etil
alkol i¢inde bekletildi. Son olarak parcalar 2 kez KrosClinic KRS-R-250 cihazindan
elde edilen 0,04 uS/cm iletkenlikteki otoklavli deiyonize su ile durulandi.

Diyaliz membranlar1 kullanimdan 6nce 20 dk KrosClinic KRS-R-250
cihazindan elde edilen 0,04 pS/cm iletkenlikteki otoklavli deiyonize su ile 3 kez
durulandi. Ardindan 15 dk HEPES tamponu (pH 7,6) ile 2 kez durulandi. Kullanim
zamanina kadar da HEPES tamponunda (I1x HEPES buffer, pH 7,6) 2-8 °C’de
bekletildi. Kuyucuklarin agildigir bloklarin aralarina membranlar yerlestirildi ve
sizdirmazlik saglamast amaciyla mengene ile sikistirildi. Membran ile iki
kompartmana ayrilmis kuyucuklara 170 pL serum numunesi ve 170 pL HEPES
tamponu (pH 7,6) konuldu. Kuyucuklarin {izeri Thermo Scientific marka (Lot:
BK447F) gaz gecirgen sealer ile kapatildi ve 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde (Niive
EC 160) 5 saat siire ile diyaliz ger¢eklestirildi. Diyaliz sonrasi her bir kuyucuktaki iki
kompartmanda yer alan serum numunesi ve diyaliz tamponunun hacimleri belirlendi
(sirastyla pL birimi ile Vsy ve Vpr). Sonrasinda, serum numuneleri ve diyaliz
tamponlarindaki testosteron ticari kitler kullanilarak cobas® 8000 modular analizor
serisi (Roche Diagnostics, USA) e-602 modiilii ile analiz edildi (konsantrasyonlar
sirastyla nmol/L birimi ile Csn Ve Cpr). Boudinot formiilii (114) kullanilarak % plasma

protein binding (PPB) asagidaki formiil ile belirlendi:

Csy x Vsy — CprxVpr
170 170
Csn x Vsn
170

%PPB = 100x

Fraction unbound in plasma (FUB) ise “100-%PPB” formiilii ile hesaplandi.
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Diyaliz 6ncesi ve sonrasinda diyaliz tamponuna olasi protein bulaginin tespiti
icin, diyaliz sonras1 tamponda benzetonyum kloriir yontemi ile ticari kitler kullanilarak
cobas® 8000 modular analizor serisi (Roche Diagnostics, USA) ¢-502 modiilii ile
protein dlgiimleri yapildi. Ol¢iim i¢in metodun LoD degeri olan 4 mg/dL iizerinde
protein diizeylerine sahip diyaliz sonrasi tampon ig¢in, farkli bir zamanda ilgili

numunenin denge diyalizi uygulamalari tekrarlandi.

3.4.3. Denge Diyalizi Metot Validasyonu
3.4.3.1. Denge Diyalizi Dogrulama Deneyi

Dogrulama deneyi metil oranj (molekiiler agirlik 0,327 kDa) ve %10 dextran-
40 Neofleks ile yapildi. Metil oranj ig¢in 0,05 mM ve 0,10 mM (1x PBS iginde)
¢ozeltiler i¢in spektrofotometre (Optizen POP, Mecasys) ile maksimum absorbansin
saptandig1 dalga boyu olarak 465 nm belirlendi. Her kuyucugun bir kompartmanina
250 pL 0,10 mM metil oranj ¢ozeltisi diger kompartmanina 250 pL %10 dextran-40
konuldu. Kuyucuklarin {izeri sealer ile kapatildi ve 37°C’de %5 COz2’li etiivde 6 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarmn her iki kompartmanlarinda metil

oranj konsantrasyonunun ayni oldugu bulundu.

Ek olarak bloklarin {izerine yerlestirildigi alt tablanin iizerine diyaliz 6ncesi
konan kagit havlu, diyaliz sonras1 kontrol edilerek, bloklar arasi veya altina herhangi

bir sizintinin olmadig: tespit edildi.

3.4.3.2. Olasi 2-bromoestradiol interferansi Icin Onerilen Prosediirler

Denge diyalizi i¢in tasarlanan HEPES tamponunda, testosteron ticari Kiti
kullanilarak cobas® 8000 modiiler analizor serisi (Roche Diagnostics, USA) e-602
modiili ile yapilan analizlerde metodun LoQ (0,416 nmol/L) degerinin iizerinde
testosteron konsantrasyonlart elde edildi. PBS gibi farkli tamponlarda ve KrosClinic
KRS-R-250 cihazindan elde edilen deiyonize su i¢in de benzer sonuglar elde edildi.
Bu durum; serum matriksinde bulunan albiimin, SHBG ve diger baglayic1 proteinlerin

tamponda bulunmamasi nedeniyle, metot i¢in ilk inkiibasyonda proteinlere bagh
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testosteronun serbestlesmesinde kullanilan 2-bromoestradiol’tin, baglayici proteinlere
baglanamamasi sonucunda testosterona 6zgii biotinlenmis monoklonal antikora
baglanmak i¢in isaretli testosteron ile yarismaya girmesi olarak degerlendirildi. Bunun
igin, bovine serum albiimin i¢erikli HEPES tamponunda ve human albiimin soliisyonu
(Albuman 200 mg/mL, Centurion ilag San. ve Tic. A.S.)’nda yapilan analizlerde yine
LoQ degerinin iizerinde testosteron konsantrasyonlar1 elde edildi. Testosterona bagli
olmayan saf SHBG temin edilemedigi i¢in SHBG igerikli tamponlar ile degerlendirme
yapilamamustir. Bu ¢alismada olas1 2-bromoestradiol’{in interferansi i¢in 3 prosediir
tanimlandi. Prosediir 1 i¢in; diyaliz sonrasi tamponda herhangi bir islem yapmadan
testosteron konsantrasyonlar1 elde edildi. Prosediir 2 i¢in; diyaliz sonrasi tamponun
analizi ile elde edilen testosteron konsantrasyon degeri, diyaliz 6ncesi HEPES
tamponunun analizi ile elde edilen testosteron konsantrasyon degerinden ¢ikarildi.
Prosediir 3 i¢in; metodun LoD degerinden (0,087 nmol/L) diisik diizeylerde
testosteron konsantrasyonlarina ve >150000 efektif sinyale sahip serum numuneleri
belirlenerek, bu serum numuneleri ile diyaliz sonrasi tampon, serum/tampon orant 1:3
olacak sekilde karistirildi ve bu karsimdan analizlerle elde edilen testosteron

konsantrasyonlari 4/3 diliisyon faktorii (1,33) ile garpildi.

3.4.3.3. Denge Diyalizi i¢in Standart Kosullarin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin karakterizasyonunda, segilen bir serum numunesi
kullanilarak prosediir 1,2 ve 3’iin her biri igin 4, 5, 6, 7 saatlik inkiibasyonlar (her bir
uygulama icin 5 tekrar) sonrasi yapilan analizlerle denge diyalizi i¢in optimum

inkiibasyon siiresi belirlendi.

Denge diyalizi igin inkiibasyon 37 °C’de yapilacagi igin, oda sicakliginda
hazirlanan HEPES tamponun pH diizeyleri, 37 °C’de pH 6l¢iimii yapan ABL90 FLEX
(Radiometer Medical ApS) kan gazi cihazi sonuglar ile karsilastirildi. 37 °C’de pH
7,4 i¢in en uygun, oda sicakliginda hazirlanacak HEPES tamponun pH diizeyleri 7,6
olarak saptandi. Kan gazi cihazi pH 6l¢timleri ile, iki farkli serum numunesi igin
baslangic pH diizeyleri belirlendi ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde diyaliz
gerceklestirildikten sonra serum numuneleri ve HEPES tamponlarinda pH 6l¢iimleri

tekrarlanarak inkiibasyon siiresi i¢cinde pH degisimi degerlendirildi.
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3.4.3.4. Presizyon Calismalar:

Presizyon calismalari i¢in 2 farkli seviye total testosteron diizeylerine sahip
serum numuneleri se¢ildi. Her numune ve Ol¢lim prosediirii i¢in 6n hassasiyet
degerlendirmesi CLSI  EP05-A3 kilavuzuna gore gergeklestirildi  (115).
Tekrarlanabilirlik, caligsmalar arasi ve laboratuvar igi presizyon standart sapmalart, {i¢
glin boyunca serum numunelerinin ii¢ tekrar1 ile giinde iki calisma kullanilarak
belirlendi. Bu durum, 3 (giin) x 2 (giinliik ¢alisma) x 3 (¢alisma basina kopya) olarak
ifade edildi.

3.4.3.5. Metot Karsilastirma Calismalari

Denge diyalizi metodu i¢in metot karsilagtirma ¢alismasi, Maglumi 2000 Plus
otomatik immiinoassay analizoriinde (Snibe Co., Ltd.) serbest testosteron analizlerinin
CLIA yontemi ile ticari kitler (referans numarasit 1302022011M) kullanilmasi ile
yapildi.  Serbest testosteron, dig kalite kontrol programma (RIQAS
Immunoassay Speciality EQA programme) dahildi. Serbest testosteron igin 6l¢iim
araligi 1,74-520,5 pmol/L; limit of blank (LoB) 1,74 pmol/L; limit of detection (LoD)
3,47 pmol/L; erkek bireyler i¢in referans araligi (5. — 95.persentil) 52,05-173,5 pmol/L
idi. Metodun bildirilen laboratuvar i¢i % varyasyon katsayilari 10,4 pmol/L, 52,16
pmol/L ve 173,43 pmol/L serum havuzlari igin sirasiyla %6,68, %5,75 ve %3,55 idi.

3.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler MedCalc® Statistical Software version 22.001 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgium) ve GraphPad Prism Version 9.5.1 (733) ile yapild:.
Metot karsilastirmalar i¢in kullanilacak istatistiksel analizler CLSI EP09-A3
kilavuzuna gore yapildi (116). Kilavuza gore karsilastirmalarda kullanilan istatistiksel
analizler korelasyon katsayis (r), determinasyon katsayis1 (R?), linear regresyon,
Deming regresyon, Passing-Bablok regresyon, weighted regresyon, Bland-Altman
grafikleri, scatter plot/scatter diagramdir. Kolmogorov-Smirnov veya Shapiro-Wilk
testi ile verisetinin normal dagilima sahip olup olmadigi kontrol edildi. Tanimlayici

istatistik i¢in normal dagilim sergileyen siirekli degiskenler ortalama + standart sapma
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(SS) olarak, normal dagilim sergilemeyen siirekli degiskenler ve ordinal degiskenler
medyan (25. persentil - 75. persentil) olarak gosterildi. Siirekli degiskenler igin iki grup
karsilastirmalarinda Student’s T testi veya Mann-Whitney U testi kullanildi. Kategorik
degiskenler arasindaki iliskilerin degerlendirelerinde Pearson’s chi square testi
kullanildi. Gauss dagilimina uymayan degiskenlerin parametrik karsilastirmalarinda
degiskenler i¢in In-transformasyon yapildi. Grup karsilastirmalarinda olasi karstirict
faktorlerin (kovaryant) etkilerini test etmek igin kovaryans analiz (analysis of
covariance - ANCOVA) yapildi. Degiskenler arasinda iliskinin yonii ve derecesinin
belirlenmesinde Pearson korelasyon katsayisi (r) veya Spearman korelasyon katsayisi

(rho) kullanildi.

Beklenen ve gozlemlenen frekanslarin karsilagtirmalarinda Pearson ki-kare
testi kullanildi. p degerinin 0,05’ten kiigiik olmasi (two-tailed) istatistiksel anlamlilik

olarak degerlendirildi.
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4. SONUCLAR
4.1. Denge Diyalizi Metodu I¢in Yapilan Validasyon Calismalari Sonuglar:
4.1.1. Denge Diyalizi icin Standart Kosullarin Belirlenmesi Sonugclar

Inkiibasyon siiresinin karakterizasyonunda, segilen bir serum numunesi
kullanilarak prosediir 1,2 ve 3’iin her biri igin 4, 5, 6, 7 saatlik inkiibasyonlar (her bir
uygulama icin 5 tekrar) sonrasi yapilan analizlerle denge diyalizi i¢in optimum
inkiibasyon siiresi 5 saat olarak belirlendi. Segilen serumun bazal total testosteron
diizeyi 20,751 nmol/L ve HEPES tamponu igin testosteron diizeyi ise 0,684 nmol/L
idi. Optimum inkiibasyon siirenin belirlenmesinde kriterlerden birincisi nmol/L ve %
icin serbest testosteron diizeylerinin bir dnceki ve bir sonrasi inkiibasyon siiresi ile
istatistiksel olarak anlaml farkli olmamasi iken; ikincisi, ilgili inkiibasyon siiresi i¢in
% serbest testosteron diizeylerinin literatiirde bildirilen %1,0-3,0 araliginda olmasi idi
(1-3). Birinci kriteri prosediir 1, 2 ve 3’lin 5. saati saglarken, ikinci kriteri prosediir 2

ve 3’1lin 5.saati sagladi (Tablo 12 ve Sekil 10).
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Tablo 12: Prosediir 1,2 ve 3’iin her biri igin 4, 5, 6, 7 saatlik inkiibasyonlar (her bir

uygulama igin 5 tekrar) sonrasi yapilan denge diyalizi analizleri ile elde edilen serbest

testosteron diizeyleri (nmol/L ve % i¢in)

Inkiibasyon siiresi

4 saat 5 saat 6 saat 7 saat
Serbest
1,006 + 1,056 +
testosteron, 0.027 0.035 1,074 £ 0,089 2,254 + 0,397
. nmol/L
Prosediir 1
Serbest 539 + 5,66 +
testosteron, ’ > 5,75+ 0,47 12,07 +£2,12
% 0,15 0,19
Serbest
0,339 + 0,478 +
testosteron, 0172 0.025 0,491 +£0,085 1,678 +0,386
.. nmol/L
Prosediir 2 Serbest
testosteron, 2 o 2,63 £0,45 8,98 + 2,07
% 0,17 0,14
Serbest
testosteron, ekt Q78+ 0,429 + 0,106 1,489 +0,277
0,198 0,061
. nmol/L
Prosediir 3 Serbest
testosteron,  =01E  296F 534,057 79841481
% 0,21 0,32

Inkiibasyon siireleri: IS

sT (nmol/L) Prosediir 1 i¢cin ANOVA sonrasi post-hoc Tamhane'sT2 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile ISasaat, 1Sssaat ve ISesaat icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,019, 0,022 ve 0,019 idi.

sT (%) Prosediir 1 i¢cin ANOVA sonrasi post-hoc Tamhane’sT2 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile 1Sasaat, 1Sssaat ve 1Sesaat icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,019, 0,022 ve 0,019 idi.

sT (nmol/L) Prosediir 2 i¢cin ANOVA sonrast post-hoc Tamhane'sT2 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile 1Sasaat, 1Sssaat ve 1Sesaar icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,006, 0,020 ve 0,017 idi.

sT (%) Prosediir 2 i¢cin ANOVA sonrasi post-hoc Tamhane’s12 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile 1Sasaat, 1Sssaat ve 1Sesaar icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,017, 0,020 ve 0,017 idi.

sT (nmol/L) Prosediir 3 i¢cin ANOVA sonrast post-hoc Tamhane'sT2 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile 1Sasaat, 1Sssaat ve 1Sesaat icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,002, 0,009 ve 0,004 idi.

sT (%) Prosediir 3 i¢cin ANOVA sonrasi post-hoc Tamhane’sT2 testi ile yapilan
karsilastirmalar ile 1S7saat ile 1Sasaat, 1Sssaat ve [Sesaat icin elde edilen p degerleri sirasiyla

0,010, 0,009 ve 0,004 idi.
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Sekil 10: Prosediir 1,2 ve 3’iin her biri i¢in 4, 5, 6, 7 saatlik inkiibasyonlar (her
bir uygulama i¢in 5 tekrar) sonrasi yapilan denge diyalizi analizleri ile elde edilen
serbest testosteron diizeyleri (kutucuklar ortalama + SS’yi gostermekte olup; serbest
testosteron i¢in, i¢i dolu kareler %; i¢i dolu daireler nmol/L’yi ifade etmektedir)
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Oda sicakliginda (21,0 °C + 0,5 °C) hazirlanan pH 7,4 ve pH 7,6’lik HEPES
tamponlari ile, 2 farkli serum numunesi i¢in 37 °C’de ve %5 CO2’li inkiibatorde 5
saatlik inkiibasyon ile denge diyalizi uygulamalari1 yapildi. Diyaliz 6ncesi ve sonrasi
serum numunelerinde ve HEPES tamponlarinda pH 6l¢iimleri (37°C’de) i¢in, pH
Olciimii yapan ABL90 FLEX (Radiometer Medical ApS) kan gazi cihazi 6l¢iimleri
karsilastirildi. Serum numuneleri 1 ve 2, oda sicakligindaki pH’si 7,5 olan konsantre
HEPES tamponu (776 mM N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N'-(2-ethane sulfonic asit)
ve 220 mM NaOH) ile 9:1 oraninda (9 birim serum : 1 birim tampon) diyaliz 6ncesi
muamele edildi. Serum 3 ve 4 igin herhangi bir 6n islem yapilmadi (Tablo 13). Analiz
sonuglarinda, 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 5 saatlik denge diyalizi i¢in ideal pH
7,4 i¢in en uygun, oda sicakliginda hazirlanacak olan HEPES tamponunun pH diizeyi

7,6 saptandi.
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Tablo 13: Oda sicakliginda (21,0 °C £+ 0,5 °C) hazirlanan pH 7,4 ve pH 7,6’lik HEPES tamponlari ile 4 farkli serum numunesi igin
37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 5 saatlik inkiibasyon ile denge diyalizi uygulamalar1 sonuglari

ABL90 FLEX Kan Gaz Cihaz Sonuclar: ABL90 FLEX Kan Gaz1 Cihaz Sonuclar:
Diyaliz Oncesi Diyaliz Sonrasi
?g?{lllzvlﬁglaoéi 0°C +05 Denge Diyalizi icin H pCO:2 Glukoz H pCO:2 Glukoz
01 '€l ’ ' Serum/Tampon P (mmHg) (mg/dL) P (mmHg) (mg/dL)
C) hazirlanan tampon
Serum Numune 1 7,25 32,3 83 7,13 30,6 41
HEPES Tamponu, HEPES Tampon 7,17 <12 - 7,16 27,9 41
pH: 7,4 Serum Numune2 7,27 29,6 86 713 29,6 40
HEPES Tampon 7,17 <12 - 7,16 29,3 43
Serum Numune 3 7,47 36,5 100 7,29 29,1 46
HEPES Tamponu, HEPES Tampon 7,37 <12 - 7,34 28,3 46
pH: 7.6 Serum Numune 4 7,45 40 165 7,32 28,3 80
HEPES Tampon 7,37 <12 - 7,35 28,2 78
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4.1.2. Presizyon Calisma Sonuclari

Iki farkl1 seviye total testosteron diizeylerine sahip serum numuneleri (diizey 1
icin 21,063 nmol/L, diizey 2 i¢in 6,524 nmol/L) i¢in yapilan presizyon calisma
sonuglar1 Tablo 14’te gosterilmistir. Diizey 1 ve 2 igin prosediir 1’in presizyon
sonuclarina ait %CV degerleri daha diisiik olmasina ragmen, % serbest testosteron i¢in
kabul edilebilir diizeylerin lizerinde idi. Diger iki prosediirden prosediir 3’iin
tekrarlanabilirlige ait %CV degerleri daha kabul edilebilir diizeylerde idi (Diizey 1 ve
2 igin sirastyla %4,5 ve %5,4).
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Tablo 14: Iki farkli seviye total testosteron diizeylerine sahip serum numuneleri (Diizey 1 i¢in 21,063 nmol/L, diizey 2 i¢in 6,524 nmol/L)

i¢in yapilan presizyon ¢alisma sonuglari

Tekrarlanabilirlik

Calismalar arasi

Laboratuvar ici

Grand Serbest
Ortalama Testosteron Sr(nmol/L) %CV Srr(nmol/L) %CV St(nmol/L) %CV
(nmol/L) (%0)
Prosediir 1 0,985 4,68 0,0354 3,6 0,0097 1,0 0,0527 5,35
Diizey 1 Prosediir 2 0,361 1,71 0,0316 8,8 0,0097 2,7 0,0486 13,5
Prosediir 3 0,576 2,73 0,0257 4,5 0,0121 2,1 0,0434 7,5
Prosediir 1 1,124 17,23 0,0472 4,2 0,0178 1,6 0,0641 57
Diizey 2 Prosediir 2 0,389 5,96 0,0341 8,8 0,0162 4,1 0,0442 11,3
Prosediir 3 0,628 9,63 0,0336 54 0,0282 4,5 0,0672 10,7

3 (giin) * 2 (giinliik ¢alistirma) x 3 (¢alisma basina kopya)
St : Tekrarlanabilirlik i¢in standart sapma

Sir - Calismalar arasi igin standart sapma

St : Laboratuvar igi igin standart sapma
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4.1.3. Metot Karsilastirma Calisma Sonuclari

Metot karsilagtirmalart CLSI EP09-A3 kilavuzuna goére yapildi. 40 farkh
bireyden elde edilen serum numuneleri kullanilarak, denge diyalizi uygulamalari
sonrast Elecsys Testosterone Il Kiti ile elde edilen serbest testosteron (DDsTecLia)
sonuclart (y), Maglumi Free Testosterone Kkiti ile elde edilen serbest testosteron
(STcuLia) sonuglari (x) (aday 6l¢iim metodu igin) karsilastirildi. Ek olarak, DDSTecLia
sonuglar1 (y); Vermeulen ve ark. (1,8,56) tarafindan onerilen, serbest testosteron
hesaplamasinda kullanilan formiille elde edilen serbest testosteron (STvermeulen)

sonugclari (x) ile de karsilastirildi.

Her iki metottan elde edilen 6l¢iim sonuglar i¢in bias asagidaki formiillerle

hesaplanmistir:

Bias (nmol/L) = (DDsTecLia — STcLia)

DDsT — (sT,
Bias (%) = ( scLia) — ( CLIA)x 100
(sTcr1a)

Her bir numune i¢in hesaplanan bias degerlerinin Gauss dagilimima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildikten sonra, normal dagilim sergileyen bias
veriseti i¢in ortalama degerler alindi. Elde edilen bias (nmol/L) ve bias (%) sonuglari
ile tekrarlanabilirlik calismalarindan elde edilen standart sapma (SS) ve %CV
degerleri kullanilarak %90 giiven aralig1 icin total analitik hata (TAH) degerleri
hesapland1 ve daha Once serbest testosteron i¢in Wisconsin State Laboratory of
Hygiene (WSLH) tarafindan bildirilen (117) total kabul edilebilir hata limitleri ile
karsilastirildi ( £1,041 nmol/L ya da +£%30).

TAH =Bias + 1,65 x SS veya

%TAH = %Bias + 1,65 X %CV (118)
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Tablo 15: sTcria sonuglari (x) ile prosediir 1,2 ve 3 i¢in DDsTecLia sonuglar (y) karsilastirma verileri (sTcuia i¢in numune konsantrasyon

aralig1 0,0038 — 0,1265 nmol/L idi)

Numune

Linear Regresyon Passing/Bablok Regresyon  Bias (nmol/L) Bias (%) TAH TAH (%
Kggﬁgl”trasyo” Analizi Analizi (%9 GA)  (%BGA)  (mollL) 0
) y y = 0,511 + 6,290x +0,821 nmol/L  +%1326,2  *0.879 +%1332,1
g)?j;ﬁr"\l) g'rﬁifﬁ’_l'%% i/;é)gzzg Ei“g%’gz Rho: 0,786 (%95 G.A. (0,773-0,870  (%1179,4-
’ : 0,628-0,382) nmol/L) 1473,1)
DDsTecua  0,0628-0,6635  y = 0,109 + 3,918x y =-0,0437 +5,094x +0273nmol/L  +%4485  *0.325  +%4630
(Prosodin?)  nmollL. 827 Ree 0684 Rho: 0,774 (%95 G.A. (0,232-0,315 (%398 4-
’ ’ 0,610-0,875) nmol/L) 498,5)
DDsTecua  0,0970-0,6712  y = 0,115 + 3,756x Y =-00420 + 4,088y +0270nmol/L.  +9%4868  *0312  +%494.2
(Proscdin®)  nmolL Y = 057 £ 70 Rho: 0,835 (%95 G.A. (0,234-0,306  (%428,3-
’ ’ 0,708-0,910) nmol/L) 545,2)

G.A.: Giiven Araligi  r: Pearson korelasyon katsayisi Rho: Spearman korelasyon katsayist R®: Determinasyon katsayist  TAH: Total analitik hata
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Tablo 16: sTvermeulen sonuglari (x) ile prosediir 3 i¢in DDSTecLia sonuglari (y) Ve STcrLia sonuglarinin (y) karsilastirma verileri (STvermeulen i¢in

numune konsantrasyon araligi 0,0059 — 0,5560 nmol/L idi)

Numune Linear Regresyon Passing/Bablok Regresyon  Bias (nmol/L) Bias (%0) TAH (nmol/L) TAH (%)
Konsantrasyon Analizi Analizi (%95 G.A) (%95 G.A)
Arahg
DDsTecua  0,0970-0,6712 y=0,120+0,795x y=0,0874 + 0,957x + 0,067 nmol/L + % 20,8 +0,109 +9028,2
(Prosediir 3) nmol/L r=0,84 R=0,71 Rho: 0,811 (%95 G.A.: (0,040-0,093 (%8,5-33,1)
0,669-0,896) nmol/L)
sTcLia 0,0038 - 0,1265 vy =0,000680 + 0,214x vy =0,000391 + 0,219x - 0,204 nmol/L -% 78,7 -0,207 -%84,3
nmol/L r=0,97 R%=0,94 Rho: 0,945 (-0,241- -0,166 (-%79,6- -
(%95 G.A.: 0,898-0,971) nmol/L) %77,7)

G.A.: Giiven Araligi  r: Pearson korelasyon katsayisi Rho: Spearman korelasyon katsayisi R*: Determinasyon katsayr ~ TAH: Total analitik hata
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Sekil 11: Prosediir 1 i¢in DDsTecrLia sonuglari (y) ve STcLia sonuglari (x) i¢in
yapilan linear regresyon analizine ait scatter diagram (%95 giiven araligi)
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Sekil 12: Prosediir 1 i¢cin DDsTecLia sonuglari ve STcLia sonuglari i¢in ¢izilen
Bland-Altman grafigi
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Sekil 13: Prosediir 2 i¢in DDsTecLia sonuglart (y) ve sTcLia sonuglart (x) i¢in yapilan
linear regresyon analizine ait scatter diagram (%95 giiven aralig1)

-165—
o
-170
;\? +1.96 SD
‘g’ 1751~ 174,1
= Oo ©
< -180| o
)= 0©
Q ©
= 185 2
® peted
= 190 Oﬁ A Mean
= - — >
» -189,7
g ° 2% ’
. <195 ©
= o &
@) 8 o
= 2001 @ © oo o
205 -1.96 SD
205,2
2210 . | . | . | . | . | . |
0 2 4 6 8 10 12

Ortalama (ST [ ve DDST g A)(nmol/L)

Sekil 14: Prosediir 2 icin DDsTecLia sonuglart ve sTcria sonuglart i¢in ¢izilen Bland-
Altman grafigi
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Sekil 15: Prosediir 3 i¢in DDsTecLia sonuglart (y) ve sTcLia sonuglart (x) igin yapilan
linear regresyon analizine ait scatter diagram (%95 giiven araligi)
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Sekil 16: Prosediir 3 i¢in DDsTecLia sonuglar1 ve STcria sonuglar i¢in ¢izilen Bland-
Altman grafigi
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Sekil 17: STvermeulen sonuglari (X) ve STcria sonuglart (Y) icin yapilan linear regresyon
analizine ait scatter diagram (%95 giiven araligi)
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Sekil 18: STvermeulen sonuglari ve sTcria sonuglart i¢in ¢izilen Bland-Altman grafigi
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Komperatif metot olarak CLIA’nin kabul edildigi durum igin sTcuia
sonuclarina gore yapilan metot karsilastirma uygulamalari ile prosediir 1,2 ve 3 i¢in
DDsTecLia sonuglari igin TAH (nmol/L) degerleri, bildirilen total kabul edilebilir hata
limiti (1,041 nmol/L) iginde iken (sirasiyla +0,879 mol/L, +0,325 nmol/L ve +0,312
nmol/L), TAH (%) degerleri total kabul edilebilir hata limitinin (+%30) oldukca
tizerindeydi (Sirasiyla, +%1332,1, +%463,0 ve +%494,2) (Tablo 15 ve 16, Sekil 11-
18). Komperatif metot olarak Vermeulen’in algoritmasinin kabul edildigi durum igin
STvermeulen sonuglarina gore yapilan metot karsilastirma uygulamalar ile prosediir 3
DDsTecLia sonuglart igin, TAH (nmol/L) ve TAH (%) sirastyla +0,109 nmol/L ve
+%28,2 idi. Komperatif metot olarak Vermeulen’in algoritmasinin kabul edildigi
STvermeulen sonuglarina gore yapilan metot karsilastirma uygulamalar ile sTcpia
sonuglart i¢in, TAH (nmol/L) ve TAH(%) sirasiyla -0,207 nmol/L ve -%84,3 idi.
Linear ve Passing/Bablok regresyon analizlerinde, sTcrLia sonuglari ile STvermeulen
sonuglar1 arasindaki iliskiyi gosterir uyum goéreceli olarak daha iyi iken (R?= 0,94),
TAH (%) degerlerin yiiksek olmasi (-%84,3) dl¢lim/deger araliklarinin farkli oldugunu
gostermistir. Linear ve Passing/Bablok regresyon analizlerinde, prosediir 3 igin
DDsTecuLia sonuglari ile STvermeulen sonuglart arasindaki iliskiyi gosterir uyum orta
derecede iken (R2=10,71), TAH (%) degeri (%28,2) daha kabul edilebilir diizeyde idi.
STcuia sonuglari i¢in Ol¢lim araliklarinin, DDSTecLia sonuglari i¢in 6l¢tim araliklari ve
STvermeuen sonuglari i¢in deger araliklarindan farkli olmasindan dolayr % serbest

testosteron i¢in metot karsilastirma uygulamalar1 yapilamamugtir.

4.2. Denge Diyaliz Metodu i¢cin Esas Alinan Aplikasyon Bilgileri
Denge diyalizi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi ¢aligmalari,
secilen tampon i¢in optimum pH diizeylerinin belirlenmesi ¢alismalari, presizyon
caligmalar1 ve metot kargilagtirma ¢alismalar1 sonuglarina gére denge diyalizi metodu

icin esas alinan aplikasyon bilgileri Tablo 17°de gosterilmistir.
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Tablo 17: Denge diyalizi metodu i¢in esas alinan aplikasyon bilgileri

Aplikasyon Bilgisi

Diyalizat tamponu HEPES tamponu (52,75 mmol/L) pH: 7,6 (21,0 °C + 0,5 °C)
Serum/tampon hacimleri 170 uL /170 pL

Ortam kosullar1 37 °C ve %5 CO2’li inkiibator

Membran 6zellikleri Regenerated-cellulose ve 10K MWCO (10 kDa)

Sealer Gaz gegirgen

Inkiibasyon siiresi 5 saat

Olas1 2-bromoestradiol interferansi igin

3 . Prosediir 3
secilen prosediir

Diyaliz sonrasi tamponda protein diizeylerinin <4 mg/dL

PIBLein bulasTigeespiti oldugunun kontrol edilmesi

4.3. Denge Diyaliz Uygulamalar1 ve Hesaplamalarda Kullanilan
Algoritmalar ile Elde Edilen Serbest Testosteron ve bioT Verilerinin MetS

Profilleri ile Degerlendirme Sonuclari

Calismaya dahil etme ve digslama kriterlerine gore 20-49 yas araliginda 202
erkek goniillii dahil edildi. Primer/sekonder/tersiyer hipertiroidi/hipotiroidisi olan 10
goniillii, NCEP ATPIII veya IDF kriterlerinden biri veya birkacinin tam esik degerde
olmasiyla MetS olup/olmadiginin net karar1 verilemeyen 3 goniillii ve IDF ig¢in bel
cevresi kriterini saglamayan ancak diger dort kriteri saglayan 1 goniillii ¢aligmadan

cikartilarak geri kalan 188 erkek goniillil i¢in degerlendirmeler yapildi.

Calismada degerlendirilen 188 erkek goniillii igcin NCEP ATPIII ve IDF’e gore
MetS kriterlerini karsilayan komponentler ve frekanslar1 Tablo 18’de gdsterilmistir.
Literatiire baktigimizda Ispanyol ve Tiirk popiilasyonda yapilan ayr1 ayri ¢aligmalarda
NCEP ATPIII kriterlerinin MetS tanisi i¢in sensitivitesi diisiik bulunmakla beraber,
IDF kriterlerinin kullanim1 hassasiyeti artirmistir (119,120). Biz de ¢alismamizin geri
kalaninda MetS i¢in degerlendirmeleri IDF’ye gore yaptik. IDF’ye gore MetS’si
olmayan/olan gruplarda demografik ve laboratuvar verilerinin karsilastirmas: Tablo
19°da gésterilmistir. MetS’si olmayan gruba goére MetS’si olan grupta yas, VKI, bel

¢evresi ortalama degerleri ile aglik glukozu, insiilin, HOMA-IR, trigliserid, sistolik ve
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diyastolik kan basinci ortanca degerleri istatistiksel olarak cok ileri diizeyde anlamli

yiiksek iken (p <0,0001), HDL kolesterol ortalama degerleri istatistiksel olarak ¢ok

ileri diizeyde anlamli disiiktii (p<0,0001). Ancak iki grup arasinda total kolesterol

ortalama degerleri ve LDL kolesterol ortanca degerleri istatistiksel olarak anlamli

farkli degildi (Sirastyla, p=0,327 ve p=0,435).

Tablo 18: Calismada degerlendirilen 188 erkek goniillii igin NCEP ATPIII ve IDF’ye

gore MetS kriterlerini karsilayan komponentler ve frekanslari

NCEP ATPIII’e

gore

IDF’ye gore

MetS Olmayan/Olan
MetS Olmayan, N(%)

109 (%58)

96 (%51,1)

MetS Olan, (N%) 79 (%42) 92 (%48,9)
Kriteri Saglayan Komponent

Bel Cevresi, N (%) 91 (%48,4) 138 (%73,4)
Aclik glukozu, N (%) 47 (%25) 74 (%39,4)
HDL-kolesterol, N (%) 76 (%40,4) 76 (%40,4)
Trigliserit, N (%) 90 (%47,9) 90 (%47,9)
Kan Basinci, N (%) 92 (%48,4) 92 (%48,4)
Kriteri Saglayan Komponent Sayisi

0, N (%) 30 (%16,0) 21 (%11,2)
1, N (%) 46 (%24,5) 32 (%17,0)
2, N (%) 33 (%17,6) 42 (%22,3)
3, N (%) 42 (%22,3) 37 (%19,7)
4, N (%) 27 (%14,4) 37 (%19,7)
5, N (%) 10 (%5,3) 19 (%10,1)

MetS: Metabolik Sendrom

NCEP ATPIII: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111

IDF: International Diabetes Federation
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Tablo 19: IDF’ye gore MetS’si olmayan/olan gruplarda demografik ve laboratuvar verilerinin karsilastirmasi

paramet 8 Tiim Goniilliiler MetS Olmayan MetS Olan 0
(N=188) (N=96) (N=92)

Yas, yil 35,7 +38,7 32,5+8.,6 39,0 + 7,4 <0,0001
BMI, kg/m? 29,0 £5,6 26,5+4,9 31,7+ 5,0 <0,0001
Bel ¢evresi, cm 101,4 £ 14,4 94,5+ 13,9 108,5+ 11,2 <0,0001
Aclik glukozu, mg/dL 94 (88-110) 91 (85-96) 105 (94-127) <0,0001
insulin, (uIU/mL) 13,21 (8,46-21,17) 10,34 (6,41-14,88) 16,84 (11,79-26,28) <0,0001
HOMA-IR, 3,40 (1,95-5,41) 2,29 (1,47-3,74) 5,00 (3,16-8,36) <0,0001
Trigliserit, mg/dL 142,0 (87,3-223,5) 98,5 (72,0-141,8) 191,5 (154,3-262,8) <0,0001
Total Kolesterol mg/dL 191,8 £ 53,4 188,1 £ 61,2 195,7 £ 43,8 =0,327
HDL-kolesterol, mg/dL 43,0+ 10,6 48,0+ 10,0 37,8+38,7 <0,0001
LDL-kolesterol, mg/dL 116,0 (89,3-135,8) 115,0 (86,8-130,8) 116,5 (90,3-139,8) =0,435
SKB, mmHg 124 (117-138) 120 (110-127) 131 (120-140) <0,0001
DKB, mmHg 80 (80-90) 80 (70-80) 90 (80-100) <0,0001

MetS: Metabolik Sendrom SKB: Sistolik kan basinct DKB: Diyastolik kan basinct
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MetS’si olmayan/olan gruplarda total testosteron, SHBG, DDsSTecLia Ve
algoritmalar ile hesaplanan serbest testosteron ve bioT verilerinin karsilagtirmasi
Tablo 20°de gosterilmistir. MetS’si olmayan gruba gére MetS’si olan grupta total
testosteron ortalamasi istatistiksel olarak cok ileri diizeyde anlamli diisiik iken
(p<0,0001), SHBG ortalamalar1 iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkl
degildi (p=0,183). MetS’si olmayan gruba gore MetS’si olan grupta STvemmeulen
(nmol/L), STsodergara (NMOI/L), STwheeler (NMOI/L) ve STLy (nmol/L) ortalama degerleri
ile STemadi-konjin (nmol/L) ortanca degeri istatistiksel olarak ¢ok ileri diizeyde anlamli
diistiktii (p<0,0001). MetS’si olmayan gruba gére MetS’si olan grupta bioTvermeulen
(nmol/L), bioTsodergard (NMOI/L), bioTmoris (nmol/L) ortalama degerleri ile bioTEmadi-
konjin (NMOI/L) ortanca degeri ¢ok ileri diizeyde anlamli diisiiktii (p<0,0001). Her iki
grupta sTvermeulen (%), DiOTvermeuten (%), ST sodergard (%), DIOT sodergard (%0), DIOT Morris (%0)
Ve STwheeler (%) ortalama degerleri ile sTemadi-konjin (%0), DIOTEmadi-konjin (%) ortanca
degerleri istatistiksel olarak anlamli farkli degildi (p>0,05). Farkli olarak, STry (%)
ortalama degeri MetS’si olmayan gruba gore MetS’si olan grupta istatistiksel olarak
ileri derecede anlamli diisiiktii (p=0,002). MetS’si olmayan gruba gére MetS’si olan
grupta DDsTecLia (nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli diistik iken
(p=0,012), DDsTecLia (%) ortanca degeri MetS’si olan grupta istatistiksel olarak
sinirda anlamsiz yiiksekti (p=0,075).

MetS’si olmayan grupta total testosteron referans araliginin alt sinirinin altinda
ve st sinirinin tizerinde olanlarin yiizdeleri sirasiyla %1,0 ve %8,3 iken, MetS’si olan
grupta ise bu yiizdeler sirasiyla %6,5 ve %2,2 idi. MetS’si olmayan grupta SHBG
referans araliginin alt smirinin altinda ve iist siirinin {izerinde olanlarin yiizdeleri
sirastyla %13,5 ve %8,3 iken, MetS’si olan grupta ise bu yiizdeler sirasiyla %19,6 ve
%5,4 idi.

Tablo 20’de gosterilen karsilastirma sonuglarina yasin karigtirict etkisinin
olup/olmadiginin belirlenmesi i¢in kovarysans analizleri (analysis of covariance -
ANCOVA analyses) sonuglar1 Tablo 21°de gosterilmistir. Analiz igin Gauss dagilima
uymayan ST emadi-konjin (%), DIOT Emadi-konjin (NMOI/L) ve DDSTecLia (%) degiskenler igin
Ln-transformasyon yapildi. ANCOVA ile, MetS’si olmayan gruba gére MetS’si olan
grupta total testosteron ve SHBG ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli
diistiktii (Sirastyla, p<0,001 ve p<0,01). MetS’si olmayan gruba gére MetS’si olan
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grupta STvermeulen (NMOI/L) Ve DiOTvermeuen (nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel
olarak anlamli disiikk iken (sirasiyla, p=0,005 ve p=0,004); STvermeulen (%) Ve
bioTvermeulen (%) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (Sirasiyla,
p=0,018 ve p=0,034). MetS’si olmayan gruba gore MetS’si olan grupta ST sodergard
(nmol/L) ve bioTsodergard (nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli diisiik
iken (Sirasiyla, p=0,003 ve p=0,002); STsodergara (%) V€ Dbi0Tsogergard (%) ortalama
degerleri istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (Sirasiyla, p<0,01 ve p=0,021). Her iki
grupta  STemadi-konjin  (LN-transformed) (nmol/L), bioTemadi-konjin (LN-transformed)
(nmol/L), STemadi-konjin (%), DIOTEmadi-konjin (%) ortalama degerleri istatistiksel olarak
karar sinirinda olmakla beraber anlamli farkli degildi. MetS’si olmayan gruba gore
MetS’si olan grupta bioTmoris (nmol/L) ortalama degeri istatistiksel olarak anlamli
diisiik iken (p=0,002); bioTwmoris (%) ortalama degeri istatistiksel olarak anlamli
yiiksekti (p=0,013). MetS’si olmayan gruba gore MetS’si olan grupta STwheeler
(nmol/L) ortalama degeri istatistiksel olarak anlamli diisiik iken (p=0,002); STwheeler
(%) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0,013). MetS’si
olmayan gruba gore MetS’si olan grupta sTry (nmol/L) ortalama degeri istatistiksel
olarak anlamli diisiik iken (p=0,002); sTry (%) ortalama degeri istatistiksel olarak
anlaml farkli degildi (p=0,135). MetS’si olmayan gruba gore MetS’si olan grupta
DDsTecLia (nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli farkli degil iken
(p=0,225); DDsTecLia (%) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli yiiksekti
(p=0,038).
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Tablo 20: MetS’si olmayan/olan gruplarda total testosteron, SHBG, DDsTecLia Ve algoritmalarla

hesaplanan serbest testosteron ve bioT verilerinin karsilastirmasi

Parametre Tiim Goniilliiler MetS Olmayan MetS Olan

(N=188) (N=96) (N=92) P
Total testosteron, nmol/L 17,22 + 6,49 19,04 £ 6,65 15,32 + 5,77 < 0,0001
Total testosteron icin;
<8,64 nmol/L, N (%) 7 (%3,7) 1(%1,0) 6 (%6,5) — 0.061*
8,64-29,0 nmol/L, N (%) 171 (%94,7) 87 (%90,6) 84 (%91,3) e
>29,0 nmol/L, N (%) 10 (%5,3) 8 (%8,3) 2 (%2,2)
SHBG, nmol/L 31,50+ 17,31 33,14+ 19,89 29,78 + 14,03 =0,183
SHBG igin;
<18,3 nmol/L, N (%) 31 (%16,5) 13 (%13,5) 18 (%19,6) — 037"
18,3-54,1 nmol/L, N (%) 144 (%76,6) 75 (%78,1) 69 (%75,0) s
>54,1 nmol/L, N (%) 13 (%6,9) 8 (%8,3) 5 (%5,4)
Total Protein, g/L 74,29 + 4,67 73,84 + 4,01 74,75 + 5,24 =0,180
Albumin, g/L 48,57 £3,11 49,00 + 3,48 48,12+ 2,62 =0,053
STvermeulen, NMoOI/L 0,346 + 0,106 0,380+ 0,112 0,311+ 0,086 < 0,0001
bioTvermeulen, NMoOI/L 9,57+ 3,05 10,60 + 3,29 8,50+ 2,36 < 0,0001
S Tvermeulen, %0 2,104 £ 0,412 2,074+ 0,411 2,137+0,414 =0,295
bioTvermeulen, %0 58,05+11,58 57,8+12,0 58,3+11,2 =0,749
STSodergard, nm0|/L 0,368 + 0,1 12 0,402 + O,l 16 0,332 + 0,096 < 0,0001
bioTsodergard, NMOI/L 11,40 + 3,60 12,58 + 3,81 10,17 £2,90 < 0,0001
STsodergard, %0 2,210+ 0,310 2,174 + 0,308 2,247+0,310 =0,112
bioT sodergard, %0 68,41 +9,75 68,0+ 10,2 68,9+93 =0,542

ST Emadi-Konjin, nmol/L

0,438 (0,362-0,595)

0,502 (0,397-0,643)

0,403 (0,340-0,502) < 0,0001

biOTEmadi—Konjin, nmol/L

4,683 (3,792-6,305)

5,363 (4,224-6,919)

4,317 (3,502-5,186) < 0,0001

STemadi-Konjin, % 3,01 + 1,02 3,00 £ 1,05 3,02+ 0,99 =0,931
bio Temadi-koniin, % 31,96 + 11,01 322+ 11,7 31,7+ 10,3 = 0,737
BioTwmorris, NMOI/L 5,310 + 1,547 5,800 + 1,574 4,798 + 1,347 < 0,0001
bioTworris, % 31,84 + 3,96 31,40 + 3,97 32,31 +3,91 = 0,114
STwhecter, NMON/L 0,273 £ 0,077 0,299 =+ 0,080 0,247 + 0,065 <0,0001
STwheeler, % 1,66 % 0,29 1,64+ 0,30 1,69 + 0,28 = 0,206
sTwy, nmol/L 0,278 + 0,106 0,310+0,110 0,244 + 0,092 < 0,0001
sTuy, % 1,62 +0,13 1,65+0,11 1,59 + 0,15 = 0,002
DDsTectia, Nmol/L 0,329 + 0,119 0,351 £ 0,125 0,307 £ 0,108 = 0,012
DDsTectia, % 1,82 (1,46-2,52) 1,73 (1,38-2,37) 2,03 (1,48-2,60) =0,075

MetS: Metabolik Sendrom

sT: Serbest testosteron BioT: Biyoyararl testosteron DD: Denge diyalizi
#p degeri Fisher’s exact test ile hesaplanmistir
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Tablo 21: MetS’si olmayan/olan gruplarda kovaryant yas i¢in kontrol edilen kovaryans analizlerle
(ANCOVA) total testosteron, SHBG, DDsTecuLia Ve algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron
ve bioT verilerinin belirlenen diizeltilmis ortalama =+ standart hata degerleri ve karsilastirma

sonuclar1 (Modelde yer alan degiskenler yas = 35,654 yil i¢in degerlendirildi)

MetS Olmayan MetS Olan

Parametre (N=96) (N=92) p Degeri 1 p Degeri 2

Total testosteron, nmol/L 18,79 £ 0,66 15,59 £ 0,68 =0,158 < 0,001
SHBG, nmol/L 34,87 £1,78 27,97 +£1,82 < 0,001 <0,01

Total Protein, g/L 73,58 £ 0,49 75,02 £ 0,50 =0,058 =0,050
Albumin, g/L 48,61 £ 0,31 48,52 £ 0,32 < 0,0001 =0,836
STvermeulen, NMOI/L 0,367 £ 0,01 0,325+ 0,01 < 0,0001 = 0,005
bioTvermeuten, NMoOI/L 10,17 £ 0,28 8,95+ 0,29 < 0,0001 =0,004
STvermeuten, %0 2,031 £0,042 2,181 £0,043 < 0,0001 =0,018
bioTvermeuten, % 56,25 £ 1,17 59,94 £ 1,19 < 0,0001 =0,034
ST sodergard, NMOI/L 0,392 £0,011 0,342 + 0,011 < 0,001 =0,003
bioT sodergard, NMOI/L 12,18+ 0,35 10,59 + 0,35 < 0,0001 =0,002
ST sodergard, %0 2,149 £ 0,032 2,273 £ 0,033 =0,004 <0,01

bi0T sodergard, %0 66,74 + 0,99 70,15+ 1,01 < 0,0001 =0,021
f;ﬁ;;‘(’)'rf;’gg) nmol/L(Ln- 73810035 08394003  <0,0001 = 0,050
f’rg’r;]'ig;‘;lgg‘)“” mol/L (L= 621+ 0,036 1,519 % 0,037 <0,0001 = 0,058
ST Emadi-Konjin, %0 2,88 +£0,103 3,15+0,105 < 0,0001 =0,073
bi0T Emadi-Konjin, %0 30,67+ 1,10 33,30+ 1,12 < 0,0001 =0,108
bi0Tmorris, NMoOI/L 5,661 + 0,152 4,943 £ 0,155 <0,001 = 0,002
bioTwmorris, %0 31,09 +0,41 32,62 +0,42 = 0,008 =0,013
STwheeler, NMOI/L 0,290 £ 0,007 0,256 £ 0,008 <0,0001 = 0,002
STwheeler, % 1,607 £ 0,030 1,718 £ 0,030 < 0,001 =0,013
sTLy, nmol/L 0,301 £0,011 0,253 £0,011 =0,003 = 0,002
STy, % 1,633 +£0,013 1,603 £0,014 < 0,001 =0,135
DDsTecLia, Nmol/L 0,340 £ 0,012 0,318 £0,012 =0,002 =0,225
DDsTectia, % (Ln- 0,585 = 0,045 0,726 = 0,046 =0,116 = 0,038

transformed)

MetS: Metabolik Sendrom

sT: Serbest testosteron; bioT: Biyoyararli testosteron; DD: Denge diyalizi

p degeri 1: Modelde kovaryant yag icin belirlenen p degeri

p degeri 2: Kovaryant yas icin kontrol edilen edildikten sonra karsilagtirmalarda belirlenen p degeri
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MetS’si olan/olmayan gruplarda total testosteron, SHBG, albiimin, DDSTecLia
(nmol/L ve %) ve algoritmalar ile hesaplanan serbest testosteron (nmol/L ve %) ve
bioT (nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri Tablo 22-27’de ve sa¢ilim

grafikleri ile Bland-Altman grafikleri Sekil 19-26’da gosterilmistir.

MetS’si olmayan grupta STvermeulen (NMOI/L) ile, ayr1 ayr1 STsodergara (NMOI/L),
STEmadi-Konjin (NMOI/L), STwheeler (NMoOI/L) ve STLy (nmol/L) arasinda pozitif yonde ¢ok
kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,976, rho=0,911, r=0,988, r=0,931, p<0,0001)
saptanmis iken; STvermeulen (NMOI/L) ile DDSTecLia (nmol/L) arasinda pozitif yonde
orta derecede korelasyon (r=0,630, p<0,0001) saptandi. MetS’si olan grupta STvermeulen
(nmol/L) ile, ayr1 ayr1 STsodergard (NMOI/L), STEmadi-Konjin (NMOI/L), STwheeter (NMOI/L) ve
STLy (nmol/L) arasinda yine pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla,
r=0,972, rho=0,887, r=0,982, r=0,913, p<0,0001) saptanmis iken; STvermeulen (NMOI/L)
ile DDsTecLia (hmol/L) arasinda pozitif yonde zayif derecede korelasyon (r=0,393,
p<0,0001) saptandi.

MetS’si olmayan grupta STvermeulen (%0) ile, ayr1 ayri STsodergard (%), ST Emadi-Konjin
(%) ve STwheeler (%) arasinda pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla,
r=0,986, 1=0,963, 1=0,970, p<0,0001) saptanmis iken; STvermeulen (%) ile sTry (%)
arasinda pozitif yonde kuvvetli korelasyon (Sirasiyla, r=0,715, p<0,0001); STvermeulen
(%) ile DDsTecLia (%) arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyon (Sirasiyla,
r=0,630, p<0,0001) saptand1. MetS’si olan grupta STvermeuten (%) ile, ayr1 ayr1 STsodergard
(%), STEmadikonjin (%) Ve STwheeler (%) arasinda pozitif yonde c¢ok kuvvetli
korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,992, r=0,979, r=0,976, p<0,0001) saptanmis iken;
STvermeuten (%) ile STLy (%) arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyon (Sirasiyla,
r=0,423, p<0,0001); sTvermeuen (%) ile DDsTecLia (%) arasinda pozitif yonde orta
derecede korelasyon (Sirastyla, r=0,564, p<0,0001) saptandi.

MetS’si olmayan grupta bioTvermeuen (NMOI/L) ile, ayr1 ayr1 biOTsodergard
(nmol/L), bioTemadi-konjin (NMOI/L) ve bioTmoris (nmol/L) arasinda pozitif yonde ¢ok
kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,980, rho=0,915, r=0,925, p<0,0001) saptanmis
iken; MetS’si olan grupta bioTvermeulen (NMOI/L) ile, ayr1 ayri bioTsodergara (NMOI/L),
bioTemadi-konjin (NMOI/L) ve bioTwmonis (nmol/L) arasinda yine pozitif yonde g¢ok
kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,973, rho=0,902, r=0,917, p<0,0001) saptandi.
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MetS’si olmayan grupta bioTvermeuen (%) ile, ayri ayri bioTsodergard (%),
bioTemadi-konjin (%) Ve bioTmorris (%) arasinda pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar
(Srasiyla, r=0,990, r=0,970, r=0,946, p<0,0001) saptanmis iken; MetS’si olan grupta
bioTvermeuten (%) ile, ayr1 ayri DioTsodergard (%), DIOTEmadi-konjin (%) Ve bioTwmorris (%)
arasinda yine pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,996, r=0,983,
r=0,943, p<0,0001) saptandi.

MetS’si olmayan grupta DDsTecLia (nmol/L) ile, ayr1 ayr1 STvermeuten (NMOI/L),
STsodergard (NMOI/L), STEmadi-Konjin (NMOI/L), STwheetler (NMOI/L) ve sTry (nmol/L)
arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,630, r=0,579,
rho=0,633, r=0,629, r=0,538, p<0,0001) saptandi. MetS’si olan grupta DDsTecLia
(nmol/L) ile, ayr1 ayri STvermeuten (NMOI/L), STsodergard (NMOI/L), STEmadi-Konjin (NMOI/L),
STwheeler (NMoOI/L) ve STy (nmol/L) arasinda pozitif yonde zayif-orta derecede
korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,393, r=0,345, rh0=0,439, r=0,392, r=0,324, p<0,0001)
saptandi.

MetS’si olmayan grupta DDsTecLia (%) ile, ayr1 ayri STvermeuten (%), ST sodergard
(%), STemadi-konjin (%) Ve STwheeler (%) arasinda pozitif yonde orta derecede
korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,630, r=0,597, r=0,630, r=0,662, p<0,0001) saptanirken;
DDsTecLia (%) ile sTiy (%) arasinda pozitif yonde zayif derecede (r=0,359, p<0,0001)

korelasyon saptandi.

MetS’si olan grupta grupta DDsTecuia (%) ile, ayr1 ayri STvermeulen (%),
STsodergard (%), STEmadi-konjin (%) Ve STwheeler (%) arasinda yine pozitif yonde orta
derecede korelasyonlar (Sirasiyla, r=0,564, r=0,532, r=0,575, r=0,616, p<0,0001)
saptanirken; DDSTecLia (%) ile STy (%) arasinda yine pozitif yonde zayif derecede
(r=0,223, p=0,034) korelasyon saptandi.
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Tablo 22: Tiim goniilliiler i¢in (N=188) total testosteron, SHBG, albiimin, DDsTecLia (nmol/Lve %) ve algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron

(nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri

TT, SHBG, Albumin, STvermeuten, ST vermeulen, ST sodergards ST sodergards ST Emadi-Koniin, ST Emadi-Koniin, STwheeler, STwheeter, ~ STLys sTLy, % DDsTectias DDsTectia,s
nmol/L nmol/L g/L nmol/L % nmol/L % nmol/L % nmol/L % nmol/L o nmol/L %

Yas, yil r veya rho -0,201 0,195 -0,339 -0,408 -0,210 -0,332 -0,147 -0,501 -0,291 -0,403 -0,193 -0,311 -0,346 -0,274 -0,077

o] 0,006 0,007 <0,0001 <0,0001 0,004 <0,0001 0,044 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,008 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,293
TT, nmol/L r veya rho 0,635 0,021 0,812 -0,599 0,910 -0,639 0,535 -0,478 0,864 -0,690 0,941 0,093 0,395 -0,535

p <0,0001 0,772 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,206 <0,0001 <0,0001
SHBG r veya rho -0,333 0,119 -0,879 0,298 -0,889 -0,145 -0,799 0,203 -0,893 0,353 -0,486 -0,034 -0,654

p <0,0001 0,104 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,048 <0,0001 0,005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,647 <0,0001
Albumin r veya rho 0,114 0,036 0,052 -0,047 0,088 0,109 0,195 0,173 0,176 0,138 0,220 0,129

p 0,118 0,625 0,476 0,526 0,232 0,136 0,007 0,018 0,016 0,060 0,002 0,078
STvermeulen, NMOI/L 1 veya rho -0,071 0,977 -0,118 0,905 0,043 0,987 -0,206 0,931 0,538 0,559 -0,244

p 0,331 <0,0001 0,107 <0,0001 0,558 <0,0001 0,005 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,001
STvermeuten, %0 r veya rho -0,265 0,988 0,277 0,968 -0,181 0,972 -0,392 0,512 0,090 0,604

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,013 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,219 <0,0001
ST sodergard, NMOI/L r veya rho -0,301 0,804 -0,156 0,981 -0,398 0,978 0,394 0,509 -0,365

p <0,0001 <0,0001 0,032 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
ST sodergard, %0 r veya rho 0,211 0,922 -0,238 0,947 -0,429 0,464 0,027 0,580

p 0,004 <0,0001 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,716 <0,0001
f}kg;}’t“""jm' r veya rho 0,386 0,853 0,145 0,706 0,820 0,546 0,013

p <0,0001 <0,0001 0,048 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,857
ST Emadi-Konjin, %0 r veya rho -0,047 0,953 -0,284 0,571 0,198 0,602

p 0,520 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,007 <0,0001
STwheeler, NMoOI/L r veya rho -0,290 0,963 0,475 0,556 -0,291

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
STwheelers %0 r veya rho -0,495 0,414 0,049 0,655

p <0,0001 <0,0001 0,506 <0,0001
sTiy, nmol/L r veya rho 0,288 0,478 -0,424

p <0,0001  <0,0001 <0,0001
STy, % r veya rho 0,350 0,261

P <0,0001 <0,0001
nDrr?cs)JlE_CUAV r veya rho 0,539

p <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayist  rho: Spearman korelasyon katsayist ~ TT:Total testosteron
STemadi-konjin (nmol/L) ve DDsT (%) degiskenlerinin korelasyon analizlerinde katsay: olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanilmistir
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Tablo 23: MetS’si olmayan grupta (N=96) total testosteron, SHBG, albiimin, DDsTecLia (nmol/L ve %) ve algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron

(nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri

TT; SHBG; Albumin, STVermeuIena STVermeuIem STSoderuardy sT % S-I-En'ladi-Koniiny STEmadi-Koniim S-I-Wheelery STWheeIery STL\/; sT % DDSTECLIA, DDSTECLIA;
nmol/L  nmol/L  g/L nmol/L % nmol/L Sodergard, nmol/L % nmol/L % nmol/L Ly nmol/L %

Yas, yil rveyarho  -0,177 0,284 -0,355 -0,432 -0,314 -0,346 -0,255 -0,572 -0,374 -0,431 -0,281 -0,326 -0,444 -0,340 -0,203

p 0,085 0,005 <0,0001 <0,0001 0,002 0,001 0,012 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,005 0,001 <0,0001 0,001 0,047
TT, nmol/L r veya rho 0,545 -0,011 0,785 -0,543 0,889 -0,580 0,510 -0,432 0,830 -0,638 0,910 -0,071 0,442 -0,487

p <0,0001 0,917 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,497 <0,0001 <0,0001
SHBG r veya rho -0,468 -0,026 -0,862 0,148 -0,885 -0,210 -0,757 0,037 -0,864 0,164 -0,690 -0,079 -0,662

p <0,0001 0,803 <0,0001 0,150 <0,0001 0,040 <0,0001 0,717 <0,0001 0,110 <0,0001 0,444 <0,0001
Albumin r veya rho 0,138 0,159 0,066 0,093 0,064 0,202 0,218 0,284 0,213 0,001 0,199 0,137

p 0,180 0,121 0,525 0,366 0,537 0,049 0,033 0,005 0,037 0,993 0,052 0,183
ﬁ;;’g’ﬁi“'e"’ r veya rho 0,052 0,976 0,016 0,911 0,134 0,988 -0,091 0,931 0,428 0,630 -0,120

p 0,616 <0,0001 0,880 <0,0001 0,194 <0,0001 0,376 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,244
STvermeuten, %0 r veya rho -0,149 0,986 0,351 0,963 -0,036 0,970 -0,259 0,715 0,163 0,630

p 0,149 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,728 <0,0001 0,011 <0,0001 0,111 <0,0001
IS]E(")"I*}’QL“"" r veya rho -0,174 0,817 -0,072 0,976 -0,292 0,975 0,265 0,579 -0,248

p 0,091 <0,0001 0,488 <0,0001 0,004 <0,0001 0,010 <0,0001 0,015
ST sodergards %0 r veya rho 0,272 0,909 -0,085 0,941 -0,284 0,685 0,101 0,597

p 0,007 <0,0001 0,408 <0,0001 0,005 <0,0001 0,330 <0,0001
IS]LEC")‘;‘/”'L'K“"""' r veya rho 0,460 0,872 0,210 0,717 0,760 0,633 0,136

p <0,0001 <0,0001 0,040 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,187
ST emadi-Konjin, %0 r veya rho 0,069 0,954 -0,188 0,727 0,265 0,630

p 0,503 <0,0001 0,067 <0,0001 0,009 <0,0001
STwheeler, NMOI/L 1 veya rho -0,153 0,956 0,346 0,629 -0,164

p 0,136 <0,0001 0,001 <0,0001 0,111
STwheeler, %0 r veya rho -0,372 0,594 0,102 0,662

p <0,0001 <0,0001 0,325 <0,0001
STiy, nmol/L r veya rho 0,132 0,538 -0,326

p 0,204 <0,0001 0,001
STy, % r veya rho 0,354 0,359

p <0,0001 <0,0001
r?n?cfljﬁcum r veya rho 0,586

p <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayist

rho: Spearman korelasyon katsayisi
STemadi-konjin (Mmol/L) ve DDsT (%) degiskenlerinin korelasyon analizlerinde katsayi olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanmilmistir

TT:Total testosteron
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Tablo 24: MetS’si olan grupta (N=92) total testosteron, SHBG, albiimin, DDsTecLia (nmol/L ve %) ve algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron

(nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri

TT; SHBG; Albumin, STVermeuIem STVermeuIem STSoderuardy sT % STEmadi-Koniim STEmadi-Koniim S-I-Wheelery STWheeIery STL\/; sT % DDSTECLIA, DDSTECLIA;
nmol/L  nmol/L g/L nmol/L % nmol/L Sodergardy nmol/L % nmol/L % nmol/L Ly nmol/L %

Yas, yil rveyarho  -0,002 0,199 -0,244 -0,160 -0,193 -0,089 -0,153 -0,314 -0,243 -0,144 -0,203 -0,066 -0,164 -0,064 -0,033

p 0,988 0,058 0,019 0,129 0,065 0,399 0,145 0,002 0,019 0,170 0,052 0,535 0,121 0,542 0,752
TT, nmol/L r veya rho 0,801 -0,036 0,809 -0,681 0,920 -0,707 0,542 -0,581 0,883 -0,770 0,972 0,130 0,254 -0,525

p <0,0001 0,732 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,014 <0,0001
SHBG r veya rho -0,124 0,320 -0,936 0,527 -0,927 -0,121 -0,894 0,445 -0,958 0,655 -0,398 -0,008 -0,616

p 0,240 0,002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,251 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,943 <0,0001
Albumin r veya rho -0,045 -0,106 -0,089 -0,202 0,031 -0,021 0,054 0,051 0,021 0,182 0,202 0,165

p 0,673 0,316 0,399 0,053 0,767 0,845 0,606 0,629 0,840 0,084 0,054 0,116
ﬁ;;’;’ﬁi“'e"’ r veya rho -0,186 0,972 -0,222 0,887 -0,075 0,982 -0,327 0,913 0,619 0,393 -0,312

p 0,076 <0,0001 0,033 <0,0001 0,477 <0,0001 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,003
STvermeuten, %0 r veya rho -0,390 0,992 0,220 0,979 -0,332 0,976 -0,550 0,423 0,038 0,564

p <0,0001 <0,0001 0,035 <0,0001 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,721 <0,0001
IS]E(")"I*}’QL“"" r veya rho -0,417 0,773 -0,286 0,984 -0,525 0,977 0,453 0,345 -0,423

p <0,0001 <0,0001 0,006 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001 <0,0001
ST sodergards %0 r veya rho 0,178 0,948 -0,378 0,955 -0,584 0,377 -0,012 0,532

p 0,090 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,906 <0,0001
ikgf/‘"L'K"""”’ r veya rho 0,306 0,824 0,121 0,669 0,836 0,439 -0,044

p 0,003 <0,0001 0,251 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,680
ST emadi-Konjin, %0 r veya rho -0,208 0,961 -0,443 0,490 0,121 0,575

p 0,046 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,250 <0,0001
STwheeler, NMOI/L 1 veya rho -0,448 0,964 0,546 0,392 -0,348

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001
STwheeler, %0 r veya rho -0,654 0,340 0,023 0,616

p <0,0001 0,001 0,830 <0,0001
STiy, nmol/L r veya rho 0,341 0,324 -0,469

p 0,001 0,002 <0,0001
STy, % r veya rho 0,311 0,223

p 0,003 0,034
r?n?cfljﬁcum r veya rho 0,566

p <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayist

rho: Spearman korelasyon katsayisi
STemadi-konjin (Mmol/L) ve DDsT (%) degiskenlerinin korelasyon analizlerinde katsayi olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanmilmistir

TT:Total testosteron
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Tablo 25: Tim goniilliler igin (N=188) total testosteron, SHBG, albiimin ve bioT (nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri

TT, SHBG, Albumin, bioTvermeuten bioTvermeulen biOTSodergard, biOTSodergard, bio Temadi- bio Temadi- bio T morris, bioTmorris,
nmol/L nmol/L g/L , hmol/L , % nmol/L % Konjin, NMol/L Konijin, %0 nmol/L %
Yas, yil rveyarho -0,201 0,195 -0,339 -0,458 -0,300 -0,390 -0,278 -0,526 -0,337 -0,331 -0,134
p 0,006 0,007 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,066
TT, nmol/L r veya rho 0,635 0,021 0,794 -0,567 0,893 -0,605 0,526 -0,453 0,953 -0,729
p <0,0001 0,772 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
SHBG r veya rho -0,333 0,078 -0,898 0,239 -0,942 -0,154 -0,795 0,416 -0,838
p <0,0001 0,284 <0,0001 0,001 <0,0001 0,035 <0,0001 <0,0001  <0,0001
Albumin r veya rho 0,288 0,290 0,242 0,325 0,219 0,241 0,116 0,118
p <0,0001 <0,0001 0,001 <0,0001 0,003 0,001 0,111 0,107
g'r;’;ﬁ_fme“'e"' r veya rho 0,003 0,979 -0,029 0,911 0,098 0,927 0,271
p 0,967 <0,0001 0,693 <0,0001 0,180 <0,0001 0,008
&'}°Tve’meu'e”' r veya rho -0,187 0,992 0,314 0,974 -0,325 0,940
p 0,010 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
g'r;’gljfefgam' r veya rho -0,215 0,810 -0,093 0,973 -0,442
p 0,003 <0,0001 0,203 <0,0001  <0,0001
,?/('J°T3°de'ga“" r veya rho 0,265 0,941 0367 0931
p <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
EIO--TEmeL r veya rho 0,415 0,720 0,080
onjin,
p <0,0001 <0,0001 0,270
Sl‘jTEg‘/Z" r veya rho 0203 0913
p 0,005 <0,0001
ﬁ'rﬁ;?i”“' rveyarho 10,550
p <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayist

rho: Spearman korelasyon katsayisi

TT:Total testosteron

Di0Temadi-konjin (NMOV/L) degiskeninin korelasyon analizlerinde katsayr olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanilmuistir
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Tablo 26: MetS’si olmayan grupta (N=96) total testosteron, SHBG, albiimin ve bioT (nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri
TT, SHBG, Albumin, bioTvermeuten, bioTvermeuten, biOTSodergard, biOTSodergard, bioTemadi- biOTEmadi-Konjin, bioTmorris, bioTwmorris,
nmol/L  nmol/L g/L nmol/L % nmol/L % Konjin, NMol/L % nmol/L %

Yas, yil rveyarho -0,177 0,284 -0,355 -0,480 -0,392 -0,406 -0,373 -0,599 -0,409 -0,332 -0,224

p 0,085 0,005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,001 0,028
TT, nmol/L r veya rho 0,545 -0,011 0,767 -0,510 0,868 -0,539 0,495 -0,411 0,947 -0,685

p <0,0001 0,917 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
SHBG r veyarho -0,468 -0,069 -0,877 0,077 -0,934 -0,229 -0,751 0,294 -0,800

p <0,0001 0,504 <0,0001 0,458 <0,0001 0,025 <0,0001 0,004 <0,0001
Albumin r veya rho 0,314 0,387 0,269 0,437 0,192 0,311 0,104 0,233

p 0,002 <0,0001 0,008 <0,0001 0,061 0,002 0,312 0,022
2:](1);)|—I\;imeulen, r veya rho 0,120 0,980 0,101 0,915 0,183 0,925 -0,153

p 0,244 <0,0001 0,329 <0,0001 0,074 <0,0001 0,137
E/('JOT"e’me“'e"' r veya rho -0,067 0,990 0,401 0,970 -0,229 0,946

p 0,515 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,025 <0,0001
biOTSodergard.
AMol/L r veya rho -0,079 0,822 -0,007 0,969 -0,331

p 0,443 <0,0001 0,944 <0,0001 <0,001
&')OTS"“W“" r veya rho 0,345 0,929 -0,263 0,927

p <0,001 <0,0001 0,010 <0,0001
biOTEmadi- r veya rho 0,498 0,735 0,148
Konjin, nmol/L

p <0,0001 <0,0001 0,151
bioTemadi-
oniin, %6 r veya rho -0,126 0,930

p 0,219 <0,0001
biOTMorris,
nmol/L rveyarho -0,452

P <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayist
Di0Temadi-konjin (nmol/L) degiskeninin korelasyon analizlerinde katsay: olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanilmistir

rho: Spearman korelasyon katsayisi

TT:Total testosteron
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Tablo 27: MetS’si olan grupta (N=92) total testosteron, SHBG, albiimin ve bioT (nmol/L ve %) verilerinin korelasyon analizleri

TT, SHBG, Albumin, bioTvermeulen bioTvermeulen biOTSodergard, biOTSodergard, bioTemadi- bioTemadi- bioTwmorris, bioTmorris,
nmol/L nmol/L g/L , nmol/L , % nmol/L % Konjin, NMOl/L Konjin, %0 nmol/L %
Yas, yil rveyarho -0,002 0,199 -0,244 -0,207 -0,258 -0,137 -0,247 -0,330 -0,278 -0,105 -0,157
p 0,988 0,058 0,019 0,048 0,013 0,194 0,018 0,001 0,007 0,320 0,134
TT, nmol/L r veya rho 0,801 -0,036 0,793 -0,682 0,911 -0,724 0,539 -0,576 0,953 -0,793
p <0,0001 0,732 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
SHBG r veya rho -0,124 0,290 -0,959 0,500 -0,977 -0,121 -0,898 0,612 -0,918
p 0,240 0,005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,252 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Albumin r veya rho 0,148 0,166 0,097 0,182 0,175 0,131 0,029 0,003
p 0,160 0,114 0,355 0,082 0,095 0,215 0,786 0,979
DIOT Vermeuten r veya rho -0,158 0,973 -0,200 0,902 -0,047 0,917 -0,397
nmol/L
p 0,134 <0,0001 0,056 <0,0001 0,655 <0,0001 0,002
&')OTV””“”'G"' r veya rho -0,374 0,996 0,234 0,983 -0,474 0,943
p <0,0001 <0,0001 0,025 <0,0001 <0,0001 <0,0001
biOTSodergard,
Amol/L. r veya rho -0,415 0,786 -0,264 0,975 -0,579
p <0,0001 <0,0001 0,011 <0,0001 <0,0001
&')OTS""G’W‘" r veya rho 0,203 0,964 0521 0941
p 0,052 <0,0001 <0,0001 <0,0001
biOTemad- r veya rho 0,321 0,696 0,060
Konjin, nmol/L
p 0,002 <0,0001 0,570
bio Temadi-
coniin, %6 r veya rho -0,356 0,916
p <0,0001 <0,0001
biOTMorris,
nmol/L rveyarho 0,663
p <0,0001

r: Pearson korelasyon katsayisi

rho: Spearman korelasyon katsayisi

TT:Total testosteron
DiOTemadi-konjin (nmol/L) degiskeninin korelasyon analizlerinde katsayi olarak rho, geri kalan degiskenlerin analizlerinde r kullanilmistir
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Sekil 19: MetS’si olmayan grupta DDsTecuia (nmol/L) sonuglari (y) ve
STvermeulen (Nmol/L) sonuglari (x) i¢in yapilan linear regresyon analizine ait heat map
scatter diagram (%95 giiven aralig1)
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Sekil 20: MetS’si olmayan grupta STvermeulen (nmol/L) sonuglari ve DDsTecLia
(nmol/L) sonuglar1 i¢in ¢izilen Bland-Altman grafigi
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Sekil 21: MetS’si olan grupta DDsTecLia (nmol/L) sonuglari (y) ve sTvermeulen
(nmol/L) sonuglari (x) i¢in yapilan linear regresyon analizine ait heat map scatter
diagram (%95 giiven aralig1)
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Sekil 22: MetS’si olan grupta STvermeulen (nmol/L) sonuglari ve DDsTecLia
(nmol/L) sonuglar1 i¢in ¢izilen Bland-Altman grafigi
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Sekil 23: MetS’si olmayan grupta DDsTecLia (%) (Ln-transformed) sonuglari
(Y) ve STvermeulen (%) sonuglari (x) i¢in yapilan linear regresyon analizine ait heat map

scatter diagram (%95 giiven aralig1)
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Sekil 24: MetS’si olmayan grupta STvermeulen (%) sonuglart ve DDsTecLia (%)
sonuclari i¢in ¢izilen Bland-Altman grafigi
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Sekil 25: MetS’si olan grupta DDsTecLia (%) (Ln-transformed) sonuglari (y) ve
STvermeulen (%) sonuglari (x) i¢in yapilan linear regresyon analizine ait heat map scatter
diagram (%95 giiven aralig1)
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Sekil 26: MetS’si olan grupta STvermeulen (%) sonuglart ve DDsTecuia (%)
sonuclari i¢in ¢izilen Bland-Altman grafigi
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5. TARTISMA

Bu calismada yasin etkisinden arindirilmis gruplar i¢in MetS’si olan grupta
MetS’si olmayan gruba kiyasla sTvermeulen (NMOI/L), STsodergard (NMOI/L), STwheeler
(nmol/L), sTry (nmol/L) ile bioTvermeuten (NMOI/L), bi0Tsodergara (NMOI/L), DIOTmorris
(nmol/L) ortalama degerleri istatistiksel olarak anlamli diisiiktii. MetS’si olmayan
gruba kiyasla MetS’si olan grupta STvermeuten (%), STsodergard (%), STwheeler (%) ile
bioTvermeuten (%), DIOT sodergard (%), DI0Tmorris (%) ortalama degerleri istatistiksel olarak
anlamlr yiiksekti. Emadi-Konjin ve ark.’nin serbest testosteron i¢in hesaplama formiili
kullanilarak her iki gruptan elde edilen serbest testosteron (nmol/L ve %) ve bioT
(nmol/L ve %) ortalama degerleri arasinda anlamli farklilik gézlemlenmedi. MetS’si
olmayan gruba kiyasla MetS’si olan grupta DDsTecria (nmol/L) ortalama degeri
diismesine ragmen fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak, MetS’si olmayan
gruba kiyasla MetS’si olan grupta DDsTecLia (%) ortalama degeri istatistiksel olarak
anlamli yliksekti. MetS’si olmayan grupta total testosteronu referans araliginin alt
siirmin altinda ve {ist sinirinin lizerinde olanlarin yiizdeleri sirasiyla %1,0 ve %38,3
iken, MetS’si olan grupta ise bu yiizdeler sirasiyla %6,5 ve %2,2 idi. Her iki grupta
Sodergard ve Vermeulen algoritmalari ile hesaplanan serbest testosteron (nmol/L)
ortalama degerleri, Wheeler ve Ly algoritmalari ile hesaplananlara gore daha yiiksekti.
Emadi-Konjin algoritmasi ile hesaplanan serbest testosteron (nmol/L) ortanca degeri
ise diger algoritmalara gore ¢ok daha yiiksek bulundu. DDsTecLia (nmol/L) ortalamasi
Sodegard ve Vermeulen algoritmalari ile hesaplananlara daha yakindi. MetS’si
olmayan/olan grupta sTvermeulen (NMOI/L) ile, ayr1 ayr1 STsodergard (NMOI/L), ST Emadi-Konjin
(nmol/L), sTwheeler (NMoI/L) ve sTry (nmol/L) arasinda, korelasyon katsayilarinda
MetS’si olan grupta minimal diistisler olmakla beraber, pozitif yonde ¢ok kuvvetli
korelasyonlar saptandi. Ancak, MetS’si olmayan grupta STvermeulen (NMOI/L) ile
DDsTecLia (nmol/L) arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyon saptanirken,
MetS’si olan grupta pozitif yonde zayif derecede korelasyon saptandi. MetS’si
olmayan/olan grupta STvermeulen (%) ile, ayr1 ayri STsodergard (%), STEmadi-Konjin (%0) Ve
STwheeler (%) arasinda, korelasyon katsayilarinda MetS’si olan grupta minimal
yukseklikler olmakla beraber, pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar saptandi.

MetS’si olmayan grupta STvermeulen (%) ile STLy (%) arasinda pozitif yonde kuvvetli
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korelasyon saptanirken, MetS’si olan grupta pozitif yonde orta derecede korelasyon
saptandi. MetS’si olmayan/olan grupta STvermeuten (%) ile DDSTecLia (%) arasinda,
korelasyon katsayilar1t MetS’si olan grupta belli derecede diismesine ragmen, pozitif
yonde orta derecede korelasyonlar saptandi. Vermeulen, Sodergard, Emadi-Konjin ve
Morris algoritmalariyla hesaplanan bioT (hmol/L ve %) degerleri arasinda her iki
grupta da pozitif yonde ¢ok kuvvetli korelasyonlar saptandi. MetS’si olmayan grupta
DDsTecLia (nmol/L) ile, ayr1 ayr1 STsodergard (NMOI/L), STEmadi-Konjin (NMOI/L), STwheeler
(nmol/L) ve sTiy (nmol/L) arasinda pozitif yonde orta derecede korelasyonlar
saptanirken, MetS’si olan grupta ise pozitif yonde zayif derecede korelasyonlar
saptand1. MetS’si olmayan/olan grupta DDsTecLia (%) ile, ayri ayri sTsodergard (%0),
ST Emadi-Konjin (%0) V& STwheeler (%) arasinda, korelasyon katsayilart MetS’si olan grupta

belli derecede diismesine ragmen, pozitif yonde orta derecede korelasyonlar saptandi.

Denge diyaliz metodu igin literatirde ticari hizli denge diyaliz aparatlari
(63,121,122) da dahil farkl: denge diyaliz aparatlar1 (63,111) mevcut olup bu metotla
serbest tiroksin, serbest testosteron gibi serbest hormon diizeyleri veya ilag-protein
baglanma afiniteleri belirlenmistir (61,63,108,110-113,121-123). En popiiler denge
diyalizi cihazlarindan bazilar1 arasinda Pierce Biotechnology'nin Rapid equilibrium
dialysis (RED) cihazi, Harvard Bioscience’in Harvard Apparatus’u ve HTDialysis’in
LLC'nin HTD 96's1 bulunmaktadir. Denge diyaliz aparatlar1 i¢in cihaz ve diyaliz
hiicresi basina test maliyetleri oldukc¢a yiiksektir. Zackary ve ark., Pinger ve ark. ile
Banker ve ark. gibi farkli calisma gruplari maliyet etkin ve ayni anda ¢ok sayida
numunenin diyalizinin gergeklestirilebilecegi farkli denge diyaliz aparatlari
tasarlamiglardir (63,111,112). Zackary ve ark. DIYM (do-it-yourself microdialysis
device) olarak tanimladig1 diyaliz aparati1 standart bir polipropilen 96 kuyucuklu plaka,
diyaliz tiipti ve diislik viskoziteli epoksi regineden yapilmistir (63). Arastirmacilar
DIYM’nin smirh biitgeli ¢aligmalarda birden ¢ok numunenin es zamanl diyalizi i¢in
cok kanalli pipetleme cihazlariyla uyumlu ve daha diisiik maliyetli bir secenek
sundugunu vurgulamiglardir (63). Pinger ve ark. ii¢ boyutlu yazici ile standart 96
kuyucuklu bir plakanin boyutlarina benzer gozenekli rejenerasyonlu seliiloz membran
igeren, birden fazla pencereye ev sahipligi yapan basili bir tabandan olusan denge

diyalizi aparati tasarlamislardir (112). Entegre membranlar tabana yerlestirildiginde
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sizint1 gostermemesine ragmen her diyaliz uygulamasi i¢in membranlari pencerelere
dogrudan entegre etmede bir baski-duraklatma-baski islemi yapilmasi gereklidir (112).
Bizim ¢alismamizda ise denge diyaliz aparat: Banker ve ark. (111)’nin tasarladigina
benzer sekilde, 96 kuyucuklu, her kuyucuk kendi i¢inde diyaliz membrani ile
boliinecek sekilde tasarlandi. Denge diyalizi aparatlarinda en 6nemli sinirlamalardan
biri kompartmanlar arasi sivi sizintisi olup, tasarladigimiz 96-kuyucuklu denge
diyalizi aparatlari, ¢ergeve bloklar1 ve mengene ile sikistirilarak sivi sizintis1 basarili
sekilde engellenmistir. Ek olarak, denge diyalizi aparatimiz ayn1 anda ¢ok sayida
numunenin denge diyalizi uygulamalar1 i¢in uygun olup, ayn1 zamanda maliyet

etkindir.

Serbest testosteron direkt 6l¢limii i¢in literatiirde immiinoluminometrik 6l¢iim
(CLIA) ve RIA gibi metotlar kullanilmaktadir (60,124,125). LC-MS/MS ile serbest
testosteron dl¢timiinde ise analiz 6ncesi denge diyalizi veya ultrafiltrasyon asamalari
gerceklestirilmektedir (1,12,61). Denge diyalizi sonrast MS tabanli teknikler referans
metot olmakla (55,60,62,126) beraber, UF-ID-GC/MS yontemini aday referans
Olglim yontemi olarak belirten galismalar bulunmaktadir (12). RIA ve CLIA’nin
serbest testosteron ol¢iimii i¢in analitik performans olarak birbirine dstiinligiini
gosterir kullanilabilir bir veri literatiirde bulunmamakla beraber aksine, iki yontemi
uyumlu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (127). Fakat, serbest testosteron igin CLIA
metodunda referans araliklarinin yasa gore belirlenmemis olmasi (127,128), ozellikle
erkek hastalarda iki yontem (CLIA ve RIA) arasinda yapilan dlglimlerdeki uyumu
azaltmigtir (127). Ek olarak, CLIA ve RIA igin serbest testosteron referans
araliklarmin alt ve st smirlart ayni cinsiyet ve yas grubu icin birbirleri ile
ortismemektedir. Literatiire bakildiginda, testosteron Ol¢limiinde farkli metotlar icin
farkli referans materyaller kullanildigi goriilmektedir (59,128,129). Elecsys
Testosterone 1l Kitinin izlenebilirligi i¢in, referans materyal, insan serumunda
siklodekstrin ile 6n saflagtirma basamagi sonras1 ID-GC/MS ile testosteron hormonu
Olgiilerek elde edilmistir (59,130). Maglumi serbest testosteron kitinde, metot USP
testosteron referans materyaline gore standardize edilerek izlenebilirlik saglanmistir
(128). Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (National Institute of Standards and

Technology - NIST) ise testosteron referans materyali i¢in Standart Referans Materyal
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971a (SRM 971a)’y1 One siirmiistiir ve bu materyalin elde edilmesinde Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention - CDC)
blinyesinde Steroid Hormonlar Standardizasyon Programlarinin E2 ve testosteron igin
onerdigi ID-LC-MS/MS kullanmustir (126,129). Tiimevarildiginda, farkli metotlar i¢in
farkli referans materyallerin kullanilmasinin (izlenebilirlik) laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi (reproducibility) etkileyecegi goriilmektedir. Genel olarak, CLIA
metodunun rutin tibbi laboratuvarlarda kullanilabilecek sekilde otomatize sistemlere
uyarlanabilmesi, maliyet etkin olmasi, basitligi, genis lincer 6l¢iim aralig1 ve yiiksek
analitik hassasiyette olmasi avantajlari olarak gosterilmektedir (131). RIA metodunun
ise 6zel egitimli personel gerektirmesi, reaktif yari-6mriiniin kisalig1 ve radyoaktivite
(mevzuat, imha, 6zel korunma gereksinimi) dezavantajlaridir (131). Bu iki metot
karsilastirildiginda ise literatiirde serum serbest testosteronun direkt 6l¢iimiinde daha
cok RIA’nin kullanildigi goriilmektedir (109,127,132—134). Bunun nedeninin RIA nin
daha eski ve yerlesik bir metot olmasi ve CLIA’dan farkli olarak yas gruplarina gére
referans araliklarinin tanimlanmis olmasi (127,128) sayilabilir. Serbest testosteron
Olclimii icin, literatiirde direkt immiinol¢iimlerin analitik performansi sikga
elestirilmektedir (1,31,58,133). Dalmiglio ve ark.’in yaptigi bir ¢alismada, Vermeulen
denklemi altin standart kabul edilerek direkt immiinoluminometrik metot (Maglumi,
Snibe) ile kiyaslanmis ve yapilan farkli regresyon analizlerinde CLIA ile STvermeulen
arasinda genel bir uyum saptanmistir (60). Yine, bu ¢aligmada tiim hastalar g6z 6niine
alindiginda, direkt yontemin %75,0 sensitiviteye ve %93,4 spesifiteye sahip oldugu
bulunmustur (60). Genel olarak, hormon &lgiimlerinde immiinélgiimlerin analitik
performansinin kabul edilebilir diizeylerde oldugu bildirilmekle beraber, dnemli
Olglide daha dogru ve hassas olduklari igin immiinélgiimler yerine MS tabanh
yontemlerin kullanilmasi gerektigi de giiglii bir sekilde savunulmaktadir (58).
Calismamizda literatiirde ilk olarak, denge diyaliz sonrasi ECLIA metodunu
kullanarak serbest testosteron analizini gerceklestirdik. Metodun analitik
performansini ortaya koymak i¢in yapilan validasyon c¢aligmasi sonuglar1 kabul
edilebilir diizeylerdeydi. Total testosteron ve denge diyalizi sonras1 serbest testosteron
Olgtimlerinde kullanilan metodun ayni olmasi dikkate alindiginda, denge diyalizi i¢in
caligmamizda belirlenen % serbest testosteron diizeyleri (tim calisma grubu icin

ortanca %1,82 ve IQR %1,06) literatiirde bildirilen %1-3’liikk diizeylerle oldukca
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uyumluydu (1,3,55). Metot validasyonu disinda bu uyumun saptanmasi, bu ¢alismada
tasarladigimiz denge diyalizi uygulamasinin analitik performansi agisindan degerliydi.
Ek olarak, komperatif metot olarak Vermeulen algoritmasmin kabul edildigi metot
karsilastirma analizlerinde sTvermeulen sonuglari ile sTcria sonucglari, DDSTecLia
sonuglarina gore daha iyi korelasyon gostermesine ragmen (r icin sirastyla, 0,969 ve
0,841); STvermeuen sonuglari ile DDsTecLia sonuglart arasindaki bias, STcrLia
sonuglarina gére daha kabul edilebilir diizeylerde ve total kabul edilebilir hata WLSH
(117) kriterlerine gore kabul edilebilir diizeydeydi (% bias igin sirasiyla +%20,8 ve -
%78,7; TAH igin sirasiyla %28,2 ve -%84,3). Serbest testosteronun kantitatif
analizlerinde CLIA ve RIA’nin izlenebilirliklerinin farkli referans materyallere gore
olmasi, % serbest testosteron diizeylerinde metotlar arasi tutarsiz farkliliklara neden
olabilecegi dikkate alindiginda, bu galismamizda oldugu gibi total testosteron ve denge
diyalizi sonrasi serbest testosteron Ol¢iim metodunun ayni olmasi giivenilir ve

kullanilabilir % serbest testosteron diizeylerinin belirlenmesinde 6n plana ¢ikmaktadir.

Calismamizda denge diyaliz igin CLSI C45-A kilavuzunda (106) 6nerildigi
gibi iyonik ortamin serumu taklit etmesi ve 37 °C ve pH 7,40°’da tamponlama
kriterlerini karsilayan HEPES tamponunu kullandik. Literatiirde ise denge diyalizi i¢in
HEPES, PBS, proteinsiz normal insan serumu ultrafiltrati, TRIS buffer ve belirtilen
tamponlarin modifikasyonlar1 kullanilmistir (61,63,108-113). HEPES tamponunda
Elecsys Testosterone Il kiti kullanilarak yapilan testosteron 6lgtimiinde LoQ degerinin
iistlinde konsantrasyonlara denk gelen sinyaller elde edildi. Bu durumun olasi
nedeninin, deneysel ortamda Elecsys Testosterone Il kitindeki 2-bromoestradioliin
(59), SHBG ve diger baglayici proteinler i¢in testosteron ile yarisan bir steroid oldugu;
diyaliz sonucu tamponda baglayic1 protein olmadigindan 2-bromoestradioliin
reaktifteki testosterona 6zgii biotinlenmis monoklonal antikora baglanmasi olarak
degerlendirildi. Bu interferans: diger yarigmali ECLIA metoduyla 6lgiilen kortizol
(Elecsys Cortisol 11) (135) icin degerlendirdik. Ol¢iim metodunda deneysel ortamda
kortizoliin baglayici proteinlerden serbestlesmesini saglamak icin danazol
kullanilmakta idi ve HEPES tamponunda kortizol 6l¢limiinii gerceklestirdigimizde
kortizol i¢in yiiksek sinyal ile LOD degerinin altinda sonug elde edildi. Testosteron igin

saptanan interferansin kortizol analizlerinde saptanmamasinin nedeni, proteinsiz
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ortamda reaktiften gelen antikorlara 2-bromoestradioliin ilgi gdstermesine ragmen
danazoliin gostermemesi olarak degerlendirilmis, ancak interferansin olasi
mekanizmasinin ortaya konmasi i¢in ileri bir calisma yapilamamustir. Testosteron igin
saptadigimiz bu interferansin 6l¢lim sonuglarina olan katkisinin giderilmesi icin ¢
prosediir denenmistir. Ilk prosediirde diyaliz sonrasi tamponda herhangi bir islem
yapmadan testosteron konsantrasyonlar1 elde edildi. Ikinci prosediirde diyaliz sonrasi
tamponun analiziyle elde edilen testosteron konsantrasyon degeri, diyaliz Oncesi
HEPES tamponunun analiziyle elde edilen testosteron konsantrasyon degerinden
cikarmak iken, lglincli prosediirde ise yliksek efektif sinyallerle uyumlu, metodun
LoD degerinden diisiik testosteron konsantrasyonlarina sahip serum numuneleri ile
diyaliz sonrasi tamponun 1:3 oraninda muamele edilmesi idi. Caligmamizda metot
validasyon ¢aligmalar1 ile ficiincii prosediiriin sonuglar1 daha kabul edilebilir
diizeylerde oldugu igin, ¢alismamizin ileri asamalarinda denge diyalizi sonras1 Serbest

testosteron analizlerinde tigiincii prosediir esas alindi.

Testosteron steroid yapida bir hormon olup spesifik olarak SHBG’ye siki bagli,
%1-3’liik kism1 serbest olup geri kalan1 nonspesifik sekilde plazma proteinlerine
gevsek bagli halde dolasimda bulunur (1-3,55). Testosteronun, sekonder seks
karakterleri, libido, spermatogenez, kas-kemik gelisimi, metabolizma tizerine olumlu
etkileri mevcuttur (29,31,35-37,40,41). Etkilerini daha ¢ok periferde DHT’ye
doniiserek ve AR’ye baglanarak gosterir (30). Serbest testosteron, plazmada herhangi
bir proteine bagli olmayan fraksiyon olmakla beraber; bioT, testosteronun SHBG’ye
bagli olmayan fraksiyonunu ifade eder (1,30,31). Literatiirde bioT’nin de serbest
testosteron gibi biyoaktif oldugu kanaatine varilmistir (30,31). BioT ile serbest
testosteron iyi korelasyon gosterir ve birbirinin yerine kullanilabilir (1,8) iken; Ho ve
ark.’ye (31) gore androjenite belirteci olarak bioT’nin serbest testosterondan daha iyi
olup olmadig1 konusunda fikir birligi yoktur. Testosteron testi rutin klinikte erkeklerde
erektil disfonksiyon, hipogonadizm ve infertilite gibi ¢esitli klinik senaryolarda tanida
ve degerlendirmede yardimcidir (1,34,55,136). Total testosteronun serbest
testosterona kiyasla klinik 6nemi tartismalidir. Yaslanma, akut/kronik hastaliklar,
hormonal degisiklikler, obezite ve diurnal ritimlerle ortaya ¢ikan SHBG diizey

varyasyonlart  nedeniyle,  serbest  testosteronun  hipogonadizmin  klinik
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degerlendirilmelerinde daha fazla fayda saglayacagi one siiriilmektedir (55). Oncelikli
olarak hepatositler tarafindan sentezlenen SHBG seviyesine bagli olarak serum total
testosteron seviyeleri etkilenir (47,48). Obezite negatif yonde; hipertiroidizm pozitif
yonde SHBG diizeylerini etkiler (47). SHBG polimorfizmleri de SHBG'nin kendisinin
yani sira sistemik serbest testosteronun ekspresyonunu ve variabilitesini dogrudan
etkilemektedir (55). Testosteronun SHBG’ye ve albiimine baglanma iligkisini veya
diizeyini bozabilecek, SHBG veya albiiminin fonksiyon ve diizeyini etkileyebilecek
paraproteinemi ve/veya kriyoglobulinemisi, otoimmiin hastaligi,
primer/sekonder/tersiyer hipertiroidi/hipotiroidisi, akromegalisi, hipogonadizmi,
kromozom anomalisi, karaciger ve bobrek hastaligi olanlar ile anti-epileptik ilag
kullananlar ¢calismamiza dahil edilmedi. Calismamizda dislama kriterlerine ek olarak,
demografik verilerden yasin istatistiksel degerlendirmelerdeki karistirict etkisi ek

analizlerle sinandi.

Bireysellik indeksi (Il), varyasyonun biyolojik bilesenlerinden birey igi
varyasyonun (CV)) bireyler arasi1 varyasyona (CVg) orani olarak tanimlanmaktadir
(137). II degerinin <0,6 olmasi bireyselligin yiiksek oldugunu, >1,4 ise bireyselligin
diisiik oldugunu gostermekte olup, ¢ogu analit i¢in bu indeks degeri > 0,6 ve < 1,4
olarak tamimlanan gri bolgeye diismektedir ve popiilasyon temelli referans
araliklarinin kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigi vurgulanmaktadir (137,138).
Analitlerin ¢ogunlugunun yiiksek bireyselliginden dolayr (CV, < CVg) saglk
durumundaki degisiklikler i¢in referans degisim degerinin (RCV) kullanilmasi,
poplilasyona temelli referans araliklar1 kullanimindan daha iyi bir yaklasim olarak
goriinmektedir (139). Calismamiz igin total testosteron, serbest testosteron ve SHBG
icin biyolojik varyasyon degerleri European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (EFLM)’nin Biyolojik Varyasyon Calisma Grubunun (Working
Group on Biological Variation, WG-BV) veritabanindan alindi1 (140). EFLM WG-BV
veritabaninda, ilgili analitin dlgiitleri i¢in biyolojik varyasyon caligmalari sistematik
literatiir aramalartyla belirlenir. iliskili biyolojik varyasyon tahminlerinin dogrulugunu
ve yararliligin1 etkileyebilecek tiim temel unsurlarin mevcut olup olmadigi
dogrulanarak biyolojik varyasyon yayinlarinin kalitesini degerlendirmek iizere azalan

uyumu gdosteren A, B, C veya D puanlar ile tanimlanan 14 kalite 6gesinden olusur.
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Veritabaninda total testosteron i¢in CV| = %14,5, CVs = %23,1 ve Il = 0,6; serbest
testosteron i¢in CV| = %55,0, CVs = %68,0 ve Il = 0,81; SHBG i¢in CV| = %8,9,
CVe=%46,9 ve 11 = 0,19 idi. Total testosteron ve SHBG icin II degerleri bireyselligin
yuksek oldugunu gostermekte olup popiilasyon temelli referans araliklarinin
kullaniminda siirlamalara isaret etmektedir. Calismamizda MetS’si olmayan gruba
gore, MetS’si olan grupta total testosteron ortalamalarinin istatistiksel olarak cok ileri
diizeyde anlamli diismesine ragmen, degerlerin yine referans araliklarinin igerisinde
kalmasi analitin bireysellik indeksi profili ile uyumluydu. Yasin karistirici etkisinin
giderildigi grup karsilastirmalarinda MetS’si olan grupta, II degeri <0,6 olan SHBG
(nmol/L) ve total testosteron (nmol/L) ortalamalar1 istatistiksel olarak anlamli
diismesine ragmen yine referans araliklarinin igerisindeydi. Bu sonuglar klinik
degerlendirmelerde total testosteron ve SHBG’nin popiilasyona temelli referans
araliklart kullanimlarinda sinirlamalar oldugunu ve RCV degerlerinin kullaniminin

faydali olabilecegini desteklemektedir.

Testosteron veya serbest hormon 6l¢timii igin literatiirde denge diyaliz metodu
icin daha ¢ok serum numunelerinin kullanimi 6n plandadir (61,109,110,132,141).
Maliyet ve antikoagiilan maddelerin olas1 diliisyon etkisi géz oniine alindiginda ve
ayrica, Elecsys Testosterone Il (59) ve Elecsys SHBG (48) kit prospektiisiinde serum,
kabul edilebilir numune tiirii oldugundan ve rutin klinigimizde de hormon dl¢iimleri
i¢cin serum tiipleri kullanildigindan serum numune tiiriinii sectik. Yetiskin erkeklerde
serum testosteron ve SHBG diurnal degisimler gosterdiginden, kan orneklerinin
testosteron konsantrasyonlarinin maksimum oldugu sabahin erken saatlerinde alinmasi
onerilmektedir (31). Calismamizda, goniillilerden venéz kan numuneleri Sabah

saatlerinde ve metabolik profillerinin degismemesi i¢in a¢ karnina alindu.

SHBG i¢in 95/560 kodlu ilk uluslararast standart 1998 yilinda yayinlanmigtir
ve insan serum SHBG seviyelerinin 6lgiimiine yonelik immiindl¢iimlerin kalibrasyonu
i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (142). DSO Biyolojik Standardizasyon Uzman
Komitesi, anormal seks steroid fonksiyonu ile iligkili durumlarin tanisi i¢in 6nemli
olan insan serum SHBG seviyelerinin Ol¢limiine yonelik testlerin kalibrasyonu
amaciyla yeni bir uluslararasi standart ihtiyacini 2008 yilinda kabul etmistir (142).
08/266 kodlu 2. jenerasyon standart, kullanimdan kaldirilan 1. jenerasyon standardin
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yerini almistir (142). SHBG 6l¢limiini yaptigimiz Elecsys SHBG testi ise 95/560
kodlu 1. uluslararast SHBG standardina gore standardize edilmistir (48). Farkh
laboratuvarlarda ve farkli metotlarla 6l¢iilen SHBG’nin izlenebirliginin farkli standart
materyallere goére elde edilmesi laboratuvarlar aras1 tekrarlanabilirligi

(reproducibility) etkileyecektir.

Literatiirde NCEP ATP 111 (66), IDF (64) ve DSO (66), MetS igin tan1 kriterleri
belirlemis ve AACE (66) de “Insiilin direnci sendromu” tanis1 igin kriterler
yaymlamistir. IDF kriterlerinde, DSO ve NCEP ATP III kriterlerinden farkli olarak
mutlak santral obezite sarti aranmis olup, santral obezite igin farkli etnik kokenler igin
farkli esik degerler bildirilmistir (64). Ek olarak, tani kriterlerinden ac¢lik plazma
glukozu i¢in esik deger 100 mg/dL olarak belirlenmistir (64). Literatiirde Ispanyol ve
Tiirk popiilasyonda yapilan ayr1 ayr ¢aligmalarda NCEP ATPIII kriterlerinin MetS
tanis1 i¢in sensitivitesi diisiik bulunmakla beraber, IDF kriterlerinin kullanimi
hassasiyeti artirmigtir (119,120). Biz de ¢alismamizda MetS tanisi i¢in IDF
organizasyonun kriterlerini kullandik. Calismamiza katilan tiim goniilliiler icin IDF
kriterlerinden en fazla gereksinimi kargilanan komponent %73,4 ile bel ¢evresi olup,
gereksinimi karsilanan diger dort komponent yiizdeleri benzerdi (%39,4 ile %48.,4
aras1). NCEP ATP III kriterleri i¢in gereksinimi karsilanan komponentlerin yiizdeleri

glukoz hari¢ (%25,0) benzerdi (%40,4 ile %48,4 arast).

Bu c¢aligmada total testosteron konsantrasyonu ortalamalari, MetS’si olan
grupta istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu. Literatiirde, Laaksonen ve ark.’nin
1896 non-diyabetik erkek iizerinde yaptigi ¢alismada, MetS’i olanlarda, MetS’i
olmayanlara gore total ve serbest testosteron ile SHBG diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli disiiklik saptanmistir (27). Yine, yapilan yayinlarda obezite ve
MetS’nin diisiik testosteron ile iliskili oldugu gosterilmistir (30,67). Santral obezite,
MetS'nin klasik bir 6zelligidir ve total testosteron seviyelerinin diigmesiyle iligkili
olduguna dair kanitlar farkli arastirma gruplari tarafindan bildirilmistir (84-88).
MetS’de testosteron konsantrasyonlarinin diismesindeki olast mekanizma, yiiksek
leptin seviyelerinin LH ile uyarilan androjen iiretimini inhibe etmesi (90); hatta, artan
yag dokusunun, pro-enflamatuar sitokinler salgilanmasi, insiilin direnci ve diyabet
yoluyla HPT eksenini ¢oklu mekanizmalarla baskilarken; diisiik testosteronun, total ve
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viseral yag kiitlesinin daha fazla birikmesine neden olarak gonadotropin inhibisyonunu
siddetlendirmesi olarak belirtilmektedir (67). Bir diger agiklanan mekanizma ise,
testosteronun adipositlerdeki LPL’yi baskilayarak ve [ reseptor sayisini artirarak
adipoz hipertirofiyi 6nledigidir (30). Bu c¢alismada MetS’si olan grupta total
testosteron istatistiksel olarak diismesine ragmen, bu grupta total testosteronu referans
araliginin icinde olanlarin ytizdesi %91,3 idi. Ayrica, ¢aligmanin dahil etme ve diglama
kriterlerine gore belirlenen, MetS’si olan grupta total testosteronu referans araliginin
altinda olanlarin ytizdesi %6,5 idi. Bu durumun nedeni olarak, ¢alismamizin bir vaka-
kontrol ¢aligmast degil, bir kesitsel calisma oldugu ve ¢alismaya katilan goniilliilere
total testosteron i¢in referans araliginin altinda veya i¢inde olup olmamasi yoniinden
bir miidahalede bulunulmamasini gériiyoruz. EK olarak, total testosteronun Il
degerinin 0,63 olmasi, bireyselligin yiiksek olduguna ve popiilasyon temelli referans
araliklarimin  kullammminda smirlamalara isaret etmektedir. Literatiirde bizim
calismamizin bulgularina benzer sekilde, Chubb ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada total
veya serbest testosteron diizeyleri; Haring ve ark., Rodriguez ve ark. ve Maggio ve
ark.’in yaptiklar1 caligmada total testosteron diizeyleri; Katabami ve ark.’in yaptiklari
calismada serbest testosteron diizeyleri MetS’i olan grupta MetS’i olmayan gruba gore
anlaml disiiklik gostermisken ortalama degerler referans araliklari iginde kalmistir
(78,143-146). Ek olarak, Laaksonen ve ark.’nin yaptigi kohort ¢alismasinda takipte
MetS gelisen erkeklerde total ve serbest testosteron anlamli olarak diismiisken
ortalama degerler referans araliklarin iginde kalmis olup, kohort grubunda total
testosteronu referans araligin altinda olanlarin orani %5’ten %7’ye ¢ikmis, serbest
testosteron i¢in ise %1,4°liikk oran korunmustur (25). Fui ve ark. da, asir1 kilo ve orta
derecede obezitenin, agirlikl olarak total testosterondaki azalmalarla iliski oldugunu;
fakat, serbest testosteron seviyelerinin, 6zellikle geng erkeklerde referans aralikta
kaldigini belirtmistir (67).

Calismamizda tiim goniilliiler i¢in yas ile SHBG diizeyi (nmol/L) arasinda
pozitif yonde zay1f korelasyon saptanmis iken; bu korelasyon MetS’si olmayan grupta
kismi olarak artmis, ancak MetS’si olan grupta azalmistir. Yas ile, ayr1 ayri total
testosteron (nmol/L), STvermeuen (NMoOI/L) ve DDsTecuia (nmol/L) arasinda tiim

gruplarda ve MetS’si olmayan grupta negatif yonde korelasyonlar saptanirken,
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MetS’si olan grupta bu korelasyonlarin diizeyleri azalmistir. EK olarak, yas ortalamasi
MetS’si olan grupta, MetS’si olmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti.
Calismamizda ilk grup karsilastirmalarinda SHBG ortalamalari (nmol/L) i¢in, MetS’si
olanlarla olmayanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken; yasin
karistirict etkisi giderildiginde, MetS’si olan grupta SHBG ortalamasi (nmol/L)
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu.

SHBG’nin MetS’de diistiigli; yaslanma ile arttig1 daha onceki caligmalarda
bildirilmistir (78,145-147). Yapilan ¢alismalarda SHBG’nin MetS patofizyolojisine
katkida  bulunabilecegi  diisiiniilmekle beraber, mekanizma tam olarak
aydinlatilamamistir (146). Yapilan ¢alismalarda, insiilinin karacigerde SHBG
tiretimini negatif olarak regiile ettigi belgelenmistir (146,148,149). Ek olarak, SHBG
tiretiminin seks steroidlerinin kontrolii altinda oldugu; yapilan ¢aligmalarda E2 ve
testosteronun hepatoseliller SHBG iiretimini uyardigi bulunmustur (149,150).
Calismamizin sonuglarina benzer sekilde, Rodriguez ve ark.’nin yaptigi ¢alismada da
yasin karistiric etkisi giderildiginde MetS’si olan grupta, MetS’si olmayan gruba gore
SHBG ortalamalar istatistiksel anlamli olarak daha diisiik bulundugu bildirilmistir
(78). Chubb ve ark. ile Maggio ve ark.’in yaptig1 bir ¢alismada ise, bizim
calismamizdan farkli olarak, MetS’si olan ve olmayan grup arasinda yas ortalamalari
icin istatistiksel fark yoktu ve bizim calismamiza benzer sekilde bu iki grup arasinda
SHBG ortalamalari, MetS’i olan grupta istatistiksel anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (145,146).

Calismamizda, yasin karistirict etkisi giderildiginde, hesaplanan serbest
testosteron ve bioT konsantrasyon ortalamalar1 MetS’si olan grupta, MetS’si olmayan
gruba gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmus iken; hesaplanan serbest
testosteron ve bioT yiizdesi MetS’i olan grupta, MetS’i olmayan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Bu durumun olasi bir nedeni, MetS’de
serbest testosteron ve bioT’nin total testosterona gore oransal olarak daha fazla
azalmasi ya da MetS’de azalan SHBG ile testosteronun SHBG’ye baglh olmayan ve
serbest kisminin SHBG’ye bagli kismina oraninin goreceli artigt olabilir. EK olarak,
karacigerde sentezlenen SHBG'nin obezite, diyabet ve metabolik sendromda kan
konsantrasyonunun azaldig1 gosterilmistir ve bu kosullarda total testosteron serbest
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testosterondan nispeten daha diisiik olmaya egilimlidir (30). Ayrica, yapilan bir
calismada da instilinin, akut etki olarak SHBG’nin testosterona baglanma afinitesini
artirabilecegi; kronik etki olarak da insiilinin karacigerde SHBG {iretimini sinirladigi
iddia edilmistir (148). Bir diger olas1 mekanizma, organizmanin HPT eksenindeki
negatif feedback yoluyla testosteronun biyoaktif kismini (Serbest testosteron veya
bioT) azalan total testosterona ragmen belirli bir fizyolojik diizeyde tutmasi olabilir.
Ek olarak, MetS’de serum matriks bilesenlerinin diizeylerindeki degisiklikler
hormonlarin serum proteinlerine baglanma afinitelerinde degisikliklere neden olabilir.
Calismamizda, MetS’i olan grupta total ve serbest testosteron konsantrasyonlari
diismesine ragmen referans araliginin altinda kalan numune orani diisiikk (%6,5)
oldugundan bu profil acik bir sekilde belirlenememistir; fakat, DDsTecuia ile elde

ettigimiz sonuglarla denklemlerden hesaplanan sonuglar kendi iginde tutarhidir.

Calismamizda yasin karistirict etkisi giderildiginde, Emadi-Konjin algoritmasi
ile hesaplanan serbest testosteron ve bioT ortalamasi (nmol/L, %), benzer sekilde
MetS’i olan grupta, MetS’1 olmayan gruba gore diisiik bulunmustur; fakat, diger
algoritmalardan farkli olarak saptanan diisiikliik istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
durum, Vermeulen ve ark., Sodergard ve ark. ve Emadi-Konjin ve ark.’nin yayinladigi
serbest testosteron ve bioT hesaplamasinda kullanilan denklemin ortak olmasina
ragmen farkli testosteron-SHBG (ki) ve testosteron-albiimin (ka) iligki sabitlerinin

kullanimina bagli olabilir.

Calismamizda yasin  kanstirict  etkisi  giderildiginde, DDsTecLia
konsantrasyonu ortalama degeri, hesaplanmis serbest testosteron ve bioT (nmol/L)
sonuglart ile benzer sekilde, MetS’si olan grupta MetS’si olmayan gruba gore diisiik
saptand1; fakat, hesaplamali sonug¢lardan farkli olarak, bu iki grup arasindaki
DDsTecLia konsantrasyonu farki istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu durumun olasi
bir nedeni, serbest testosteron hesaplamasinda kullanilan denklemlerin total
testosteron ve SHBG 6l¢limiine bagimli olmasidir; fakat, DDsTecLia 6l¢limii i¢in total
testosteron ve SHBG konsantrasyonu gerekmez. Bu farkliligin olast diger bir nedeni
2-bromoestrodioliin analizlerimize olan interferansindan kaynakli olabilecegidir;
ancak, interferansin mekanizmasini ortaya koyabilmek i¢in ek bir ¢alisma
yapilamamistir. DDSTecuia yiizdesi ise, hesaplanmis serbest testosteron (%) ve bioT
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(%) sonuglart ile benzer sekilde, MetS’si olan grupta MetS’si olmayan gruba gore

istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulundu.

Calismamiz, denge diyalizi uygulamasi sonrast ECLIA metodunun kullanildigi
Ve serbest testosteron analizlerinin yapildigi ilk ¢aligma olmakla beraber, direkt serbest
testosteron analizlerinin gergeklestirildigi CLIA ve RIA gibi metotlardan elde edilecek
sonuglar ile elde ettigimiz sonuglarin sonraki yapilacak ¢alismalarla karsilastirilmasina

ihtiyac vardir.

Literatiirde, serbest testosteron ve bioT hesaplamasinda kullanilan denklemler
klinik pratikte daha az maliyette ve yliksek dogrulukta serbest testosteron tahmini igin
kullanilmaktadir (31). Bu denklemler, SHBG ve albiimin konsantrasyonu ile
testosteronun SHBG ve alblimine baglanma sabitini kullanan, kiitle etkisi yasasina
dayananlar ve albiimin konsantrasyonu ile baglanma sabitlerinin kullanilmadigi,
serbest testosteronun ampirik 6l¢timiinden regresyon denklemiyle elde edilenler olmak
tizere temelde iki kategoride toplanirlar (1,31). Denklemlerden elde edilen serbest
testosteron degerleri, kullanilan albiimin ve SHBG konsantrasyonlar1 (31) ile
kullanilan farkli baglanma sabitleri (1) nedeniyle farklilik gdsterebilmektedir.
Denklemlerden hangisinin serum serbest testosteron konsantrasyonlarina en yakin
degerleri verdigi bilinmemekle (31) beraber, cogu yayinda serbest testosteron veya
bioT hesaplanmasi i¢in belirli bir yontemin sec¢ilmesine iliskin herhangi bir argliman
sunulmamaktadir (1). Kimi yayinda en sik kullanilan iki denklem olarak Vermeulen
ve ark. ve Sodergard ve ark. tarafindan agiklananlar oldugu belirtilirken (1); Kimi
yayinda Vermeulen ve ark.’nin denklemi literatiirde en yaygin kullanilan1 oldugu
belirtilmektedir (31). Hatta, Dalmiglio ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada da, Vermeulen
denklemi altin standart olarak kabul edilerek, CLIA ile Vermeulen denkleminin
analitik performansi karsilagtirilmig; CLIA nin hesaplanan yontemle karsilastirilabilir

bir performans sergiledigi bulunmustur (60).

Calismamizda sTsodergard V€ STvermeulen Ortalama degerleri (nmol/L), STwheeler V€
STLy ortalama degerlerine (nmol/L) gore daha yiiksekti. Literatiire baktigimizda Ho ve
ark.’nin  yaptigt calismada, bizim bulgularimiza benzer olarak sTvermeulen
konsantrasyonu STsodergarda kONsantrasyonundan diistik, sTry konsantrasyonundan

yiiksek bulunmus; bizim bulgularimizdan farkli olarak sTvermeulen KOnsantrasyonu
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STwheeler kOnsantrasyonundan diisiikk bulunmustur (56). Yine, ¢alismamizda DDsTecLia
ortalama degeri (NMOI/L), STvermeulen ortalama degeri (nmol/L) ile daha yakin olmak
tizere, STsodergard Ortalama degeri (nmol/L) ile, diger denklemlerden elde edilen
sonuglara gore daha yakindi. Bu durumun nedeni farkli denklemlerin farkli sabitler ve
algoritmalar kullanmas1 olmakla beraber, Vermeulen denkleminin literatiirde en ¢cok

kabul goren denklem olmasinin altinda yatan nedenler olabilir.

Calismamizda yas ile, hesaplanan serbest testosteron ve bioT degerleri arasinda
negatif yonde zayif korelasyonlar saptanmis iken, DIOTEmadi-konjin V€ STwheeler
konsantrasyonlar1 ile yas arasinda negatif yonde orta derecede korelasyonlar vardi.
Bi0TEmadi-konjin i¢in bu durumun olas1 nedeninin, SHBG diizeyinin ilerleyen yasa bagli
olarak artis gostermesiyle beraber testosteronun SHBG’ye baglanma sabitinin en
yiiksek degerinin diger denklemler ig¢inden Emadi-Konjin ve ark. tarafindan
bildirilmesi (1) oldugunun kanaatindeyiz. Benzer sekilde, Wheeler’in denklemine
bakildiginda SHBG diizeyinin logaritmik olarak isleme alindigini gormekteyiz
(20,56).

Calismamizda, bioTemadi-konjin V& STwheeler KONSantrasyonu ortalamalari MetS’si
olmayan grupta yas ile orta derece negatif korelasyon gosterirken, MetS’si olan grupta

yas ile zay1f korelasyon gosterdi.

Testosteronun yaklasik %50°’lik bir kismi alblimine nonspesifik ve gevsek bagl
bir sekilde dolasimda bulunmaktadir (1,55). Serbest testosteron ve bioT
hesaplamasinda kullanilan denklemlerde, albiimin konsantrasyonu ve testosteronun
alblimine baglanma iligki sabiti kullanilir (1,56). De Ronde ve ark., albiimin
konsantrasyonunun bioT tizerine etkisini incelemek i¢in 43 ve 33 g/L’lik farkli sabit
alblimin konsantrasyonlarinda Vermeulen, Sodergard ve Emadi-Konjin ortak
denklemi ile bioT’yi hesaplanmig; tim algoritmalar igin diisik albiimin
konsantrasyonuyla hesaplanan ortalama bioT konsantrasyonlar: istatistiksel olarak
anlamli Ol¢iide daha diigik bulmustur (1). Ek olarak, degisen albiimin
konsantrasyonlarinin etkisi, fraksiyonel bioT konsantrasyonu daha diisiik oldugunda
daha giiglii goriinmistiir (1). Ayrica, ¢alismada bi0Tsodergard kONSantrasyon ortalamasi
en yiiksek sonuglar verdiginden, albiimin konsantrasyonundaki degisimlere daha az

duyarl olarak bulunmustur (1). Albiimin konsantrasyonunda, nefrotik sendrom veya
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siddetli malniitrisyonda oldugu gibi biiyiik anormallikler beklendiginde, gergek
albiimin konsantrasyonu denkleme eklenmelidir (1). Biz de ¢alismamizda nefrotik
sendrom, siddetli malniitrisyon, kronik karaciger hasar1 gibi albiimin
konsantrasyonuna beklenen etkisi biiyiik olan patolojileri dislama kriterlerimize dahil
ettik ve goniilliilerin gergek albiimin konsantrasyonunu, kullanilan denklemlere dahil
ettik. Bizim ¢alismamizda tiim goniilliiler i¢in albiimin diizeyleri 48,57 + 3,11 g/L olup

referans araligindaydi.

MetS’si olmayan grupta STvermeulen ile, ayri ayri STsodergard, STEmadi-Konjin V€
STwheeler arasinda, nmol/L ve % diizeyleri i¢in, pozitif yonde ¢ok kuvvetli
korelasyonlar saptandi. MetS’si olan grupta ise bu korelasyonlarda minimal
diistikliikler olsa bile yine pozitif yonde ¢ok kuvvetliydi. Farkli olarak, MetS’si
olmayan/olan grupta sTvermeuten (NMOI/L) ile sSTry (nmol/L) arasinda pozitif yonde ¢ok
kuvvetli korelasyonlar saptanirken; % diizeyi icin MetS’si olmayan grupta pozitif
yonde kuvvetli korelasyon; MetS’si olan grupta ise orta derecede korelasyon saptandi.
Vermeulen, Sodergard, Emadi-Konjin ve Morris algoritmalar1 ile hesaplanan bioT
(nmol/L ve %) degerleri arasinda her iki grupta da pozitif yonde c¢ok kuvvetli
korelasyonlar saptandi. Bu sonuglar, algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron ve
bioT diizeyleri ile DDSTecuLia diizeylerininin MetS profilleriyle degerlendirildigi ilk
calismanin verileri olmasi agisindan degerlidir. Vermeulen ve ark., Sodergard ve ark.
ile Emadi-Konjin ve ark. tarafindan tanimlanan denklemler total testosteron, SHBG ve
alblimin konsantrasyonlari ile testosteronun SHBG (k) ve albiimine (kat) baglanma
sabitleri bilindiginde serbest testosteron ve bioT'nin hesaplanabilecegini varsayar
(1,8,13,14,56). Ly ve ark. 4000 ornekte serbest testosteronu tahmin etmek igin bir
ultrafiltrasyon testi kullanarak bu numunelerde serbest testosteronu tahmin etmek igin
regresyon modelleri sunmustur (1). Wheeler denklemi, 100 normal erkek ve 18 normal
kadindan alinan serum Orneklerinde jel filtrasyon yontemiyle Olgililen serbest
testosteron konsantrasyonlarinin regresyon analizinden tiiretilmistir (56). Proteinlere
baglanma sabiti lizerine temellendirilmis algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron
ve bioT diizeyleri arasindaki korelasyonlarin MetS’si olan/olmayan gruplardaki
yonleri ve diizeylerinin benzer olmasi birbirleri ile tutarliydi. Ancak, Ly ve ark.’nin

onerdigi, regresyon temelli olan algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron (%) i¢in,
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MetS’si olan grupta korelasyonlarin diizeyleri azalmisti. Regresyon analizi oncelikle
kavramsal olarak farkli iki amag i¢in kullanilir. Birincisi, yaygin olarak tahmin ve
Ongorii i¢in kullanilmasi; ikincisi ise bagimsiz ve bagimli degiskenler arasindaki
nedensel iligkileri ortaya koymak i¢indir. Ancak her iki durum i¢in de, elde edilen
verisetinin ¢iktilar1 temsil ettigi popiilasyona (saglikli bireyler veya belli bir hastaligi
olanlar gibi) sikica baglidir. Bu sonuglar, Ly ve ark.’nin 6nerdigi regresyon temelli
modellerin MetS’si olan bireylerde serbest testosteron diizeylerinin belirlenmesinde
kullanimina dair sinirlamaya isaret etmektedir. De Ronde ve ark.’in 5 farkli denklem
ile hesaplanan serbest testosteron ve bioT konsantrasyonlarmin kendi iginde
karsilagtirmasini yaptig1 ¢alismada da bizim bulgularimiza benzer sekilde denklemler
aras1 korelasyon katsayilari pozitif yonde ve kuvvetli derecede saptanmustir (1). Bizim
calismamizdan farki; De Ronde ve ark.’nin yaptigi ¢alisma grubu 40-80 yas erkekten
olugmakta iken, bizim ¢alisma grubumuz 20-49 yas grubu erkekten olusmaktaydi.
Ayrica, De Ronde ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada ve serbest testosteron hesaplamasinda
kullanilan denklemleri karsilastiran baska bir ¢alismada, bizim ¢alismamizdan farkl

olarak serbest testosteron ve bioT yiizdeleri degerlendirilmemistir (1,56).

Calismamizda, DDsTecLia ile, ayri ayri STvermeulen, ST Sodergard, STEmadi-Konjin V€
STwheeler arasinda, nmol/L ve % diizeyleri i¢in, MetS’si olmayan grupta pozitif yonde
orta derecede korelasyonlar saptanirken; MetS’si olan grupta % diizeyi i¢in yine
pozitif yonde orta derecede korelasyonlar, nmol/L diizeyi i¢in ise pozitif yonde zay1f
derecede korelasyonlar saptandi. Farkli olarak, DDSTecLia ile STLy arasinda, MetS’si
olmayan grupta nmol/L diizeyi igin pozitif yonde orta derecede ve % diizeyi i¢in
pozitif yonde zayif derecede korelasyonlar; MetS’si olan grupta nmol/L ve %
diizeyleri igin pozitif yonde zayif derecede korelasyonlar saptandi. MetS’si olan
grupta, tim algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron ile DDsSTecLia arasinda
korelasyonun nmol/L  diizeyleri i¢in azalmasma ragmen, % diizeyi igin
degismemesinin olas1 nedeni; MetS’de organizmanin HPT eksenindeki negatif
feedback yoluyla testosteronun serbest kismini, azalan total testosterona ragmen belirli
bir diizeyde tutma/kompanse etmesine; MetS’de serbest testosteron ve bioT nin total
testosterona gore oransal olarak daha fazla azalmasina; veya MetS’de azalan SHBG

ile testosteronun SHBG’ye bagli olmayan ve serbest kismimin SHBG’ye bagli kismina
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oraninin goreceli artisina bagli olabilir. Ek olarak, MetS’de serum matriks
bilesenlerinin diizeylerindeki degisiklikler, hormonlarin serum proteinlerine baglanma
afinitelerinde degisikliklere neden olabilir. Bir diger olasi neden, serbest testosteron
Ol¢timiinde denge diyalizi sonras1 ECLIA metoduna olas1 2-bromoestradiol
interferans1 da sonuglarimizi etkilemis olabilir. Bu profilin, diyalizat tampondaki
serbest testosteron analizlerinin MS tabanli metotlarla ya da direkt analog testlerle
(RIA veya CLIA) gergeklestirildigi c¢alismalarin sonuglar1 ile karsilastirilmasi
gerekmektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada literatiirde ilk olarak tasarladigimiz 96-kuyucuklu denge diyaliz
aparat1 ve ECLIA metodu ile serum numunelerinde serbest testosteron analizlerinin
yapilabilecegini gosterdik. Metot validasyon calismalarinin sonuglari kabul edilebilir
diizeylerde olmasina ragmen kullandigimiz metodun, 2-bromoestradiol interferansi ve
kalite gereksinimlerini karsilayacak ¢ok daha kii¢liik konsantrasyonlarda analizlerin
yapilamamasi gibi sinirlamalar1 vardi. Yasin karistiricr etksinin giderildigi gruplarda,
MetS’si olan grupta, MetS’si olmayan gruba gore total testosteron ve SHBG
konsantrasyon ortalamalar1 istatistiksel olarak anlamli diisiik olmasina ragmen,
dikkate deger bir boliimii referans araliklarinin igerisindeydi (Sirasiyla, %91,3 ve
%75,0). Total testosteron ve SHBG ig¢in Il degerlerinin diisik olmas1 bireyselligin
yiiksek oldugunu gostermis olup, bu sonuglar klinik degerlendirmelerde total
testosteron ve SHBG’nin popiilasyon temelli referans araliklarinin kullanimlarinda
sinirlamalar oldugunu ve RCV degerlerinin kullanimimin daha faydali olabilecegini
desteklemektedir. Proteinlere baglanma sabiti kullanan ve kiitle etkisi yasasina
dayanan algoritmalardan Emadi-Konjin ve ark. hari¢, Vermeulen ve ark., Sodergard
ve ark. ile Morris ve ark.’nin 6nerdigi algoritmalarla hesaplanan serbest testosteron
(nmol/L) ve bioT (nmol/L) ortalamalar1 MetS’si olan grupta istatistiksel olarak anlamli
diisiik iken; serbest testosteron (%) ve bioT (%) ortalamalari istatistiksel olarak anlaml
yiiksekti. Regresyon temelli algoritmalardan Wheeler’in denklemiyle hesaplanan
serbest testosteron (nmol/L ve %) ve bioT (nmol/L ve %) ortalamalari, gruplar
arasinda diger algoritmalarla benzer profil sergilerken; Ly ve ark.’nin denklemiyle
hesaplanan serbest testosteron (%) ortalamalari gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farkli degildi; serbest testosteron (nmol/L) ortalamalar1 ise MetS’si olan grupta
istatistiksel olarak anlamli diigiiktii. DDsTecLia (nmol/L) ortalamalari MetS’si olan
grupta diismesine ragmen istatistiksel olarak anlamli degilken; DDsST (%) (Ln-
transformed) ortalamalar1 MetS’si olan grupta istatistiksel olarak anlamli yiiksekti.
Proteinlere baglanma sabiti iizerine temellendirilmis algoritmalarla hesaplanan serbest
testosteron ve bioT diizeyleri (nmol/L, %) arasindaki korelasyonlarmn MetS’si
olan/olmayan gruplardaki yonleri ve diizeylerinin benzer olmasi birbirleriyle

tutarliydi. Ancak, regresyon temelli Ly ve ark.’nin Onerdigi modellemelerle
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hesaplanan serbest testosteron (%) igin, MetS’si olan grupta korelasyonlarin diizeyleri
azalmisti. Gerek karsilagtirma gerekse korelasyon analizleri, Ly ve ark.’nin 6nerdigi
regresyon temelli modelllerin MetS’si olan bireylerde serbest testosteron (%)
diizeylerinin belirlenmesinde kullannomina dair sinirlamaya isaret etmektedir. Ek
olarak, DDsTecuia ile, ayr1 ayr1 sTvermeulen, ST Sodergard, S T Emadi-Konjin V€ STwheeler arasinda,
% diizeyleri i¢in, MetS’si olmayan/olan grupta pozitif yonde orta dereceli
korelasyonlar saptanirken; nmol/L diizeyleri igin, MetS’si olan grupta zayif derecede
korelasyonlar saptandi. Bu sonuglar, klinikte serbest testosteron ve bioT’nin nmol/L
diizeylerinin  tek  basina  degerlendirilmesinin  yeterli  olmadigini; %
degerlendirmelerinin de 6nemini vurgulamaktadir. Bu profilin diyalizat tampondaki
serbest testosteron analizlerinin MS tabanli metotlarla ya da direkt analog testlerle
(RIA veya CLIA) gerceklestirildigi calismalarin sonuclar1 ile karsilastirilmasi
gerekmektedir. Ancak, Klinikte serbest testosteron analizlerinde kullanilan CLIA ve
RIA gibi metotlarin Slglim araliklarinin farkli olmasi ve izlenebilirlik igin farkl
referans materyallerin kullanilmasi metot farkliliklarindan kaynakli % serbest
testosteron diizeylerinin belirlenmesinde tutarsizliklara neden olabilecegi dikkate
alindiginda, serumda total testosteron ve denge diyalizi sonrasi serbest testosteron
analiz yontemlerinin ayni olmasi bu ¢alismadaki kullandigimiz metodu 6n plana
cikarmaktadir. Ancak, metodumuzun smirlamalarina yonelik, yapilacak ek

calismalara ihtiya¢ vardir.

126



7. KAYNAKCA

De Ronde W, Van Der Schouw YT, Pols HAP, et al. Calculation of bioavailable
and free testosterone in men: A comparison of 5 published algorithms. Clin
Chem. 2006 Sep;52(9):1777-84.

Antonio L, Pauwels S, Laurent MR, et al. Free testosterone reflects metabolic
as well as ovarian disturbances in subfertile oligomenorrheic women. Int J
Endocrinol. 2018 Sep 10;2018:7956951.

Rifai N. Reproductive endocrinology and related disorders. In: Tietz Textbook
of Laboratory Medicine. Ed. Chiu RWK, Young I, Burnham CD, Wittwer CT.
7th edition. Missouri, USA, Elsevier, 2023; 878.

Saez JM, Forest MG, Morera AM, Bertrand J. Metabolic clearance rate and
blood production rate of testosterone and dihydrotestosterone in normal
subjects, during pregnancy, and in hyperthyroidism. J Clin Invest 1972;51:1226
-34.

Mendel CM. The free hormone hypothesis: a physiologically based
mathematical model. Endocr Rev 1989;10:232-74.

Hammes A, Andreassen TK, Spoelgen R, et al. Role of endocytosis in cellular
uptake of sex steroids. Cell 2005;122:751- 62.

Manni A, Pardridge WM, Cefalu W, et al. Bioavailability of albumin-bound
testosterone. J Clin Endocrinol Metab 1985;61:705-10.

Vermeulen A, Verdonck L, Kaufman JM. A critical evaluation of simple
methods for the estimation of free testosterone in serum. J Clin Endocrinol
Metab 1999;84:3666 —72.

Tremblay RR, Dube JY. Plasma concentrations of free and non-TeBG bound
testosterone in women on oral contraceptives. Contraception. 1974
Dec;10(6):599-605.

127



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Miller KK, Rosner W, Lee H, et al. Measurement of free testosterone in normal
women and women with androgen deficiency: comparison of methods. J Clin
Endocrinol Metab 2004;89:525-33.

Rosner W. An extraordinarily inaccurate assay for free testosterone is still with
us. J Clin Endocrinol Metab 2001;86:2903.

Van Uytfanghe K, Stockl D, Kaufman JM, Fiers T, De Leenheer A, Thienpont
LM. Validation of 5 routine assays for serum free testosterone with a candidate
reference measurement procedure based on ultrafiltration and isotope dilution-

gas chromatography-mass spectrometry. Clin Biochem 2005;38:253- 61.

Sodergard R, Backstrom T, Shanbhag V, Carstensen H. Calculation of free and
bound fractions of testosterone and estradiol-17 to human plasma proteins at
body temperature. J Steroid Biochem 1982;16:801-10.

Emadi-Konjin P, Bain J, Bromberg IL. Evaluation of an algorithm for
calculation of serum ‘“bioavailable” testosterone (BAT). Clin Biochem
2003;36:591- 6.

Dunn JF, Nisula BC, Rodbard D. Transport of steroid hormones: binding of 21
endogenous steroids to both testosterone-binding globulin and corticosteroid-
binding globulin in human plasma. J Clin Endocrinol Metab 1981;53:58 — 68.

Burke CW, Anderson DC. Sex-hormone-binding globulin is an oestrogen
amplifier. Nature 1972;240:38 — 40.

Morris PD, Malkin CJ, Channer KS, Jones TH. A mathematical comparison of
techniques to predict biologically available testosterone in a cohort of 1072
men. Eur J Endocrinol 2004;151:241-9.

Ly LP, Handelsman DJ. Empirical estimation of free testosterone from
testosterone and sex hormone-binding globulin immunoassays. Eur J
Endocrinol 2005;152:471— 8.

128



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Ross HA, Meuleman EJ, Sweep FC. A simple method for estimating
equilibrium constants for serum testosterone binding resulting in an optimal free
testosterone index for use in elderly men. Clin Chem Lab Med 2005;43:613- 6.

Wheeler MJ. The determination of bio-available testosterone. Ann Clin
Biochem. 1995 Jul;32:345-57.

Avvakumov GV, Cherkasov A, Muller YA, Hammond GL. Structural analyses
of sex hormone-binding globulin reveal novel ligands and function. Mol Cell
Endocrinol. 2010 Mar 5;316(1):13-23.

Vermeulen A, Kaufman JM, Giagulli VA. Influence of some biological indexes
on sex hormone-binding globulin and androgen levels in aging or obese males.
J Clin Endocrinol Metab 1996;81:1821— 6.

Muller M, den Tonkelaar I, Thijssen JHH, Grobbee DE, van der Schouw YT.
Endogenous sex hormones in men aged 40 — 80 years. Eur J Endocrinol
2003;149:583-9.

Longcope C, Feldman HA, McKinlay JB, Araujo AB. Diet and sex hormone-
binding globulin. J Clin Endocrinol Metab 2000;85:293- 6.

Laaksonen, DE, Niskanen, L, Punnonen K, et al. Testosterone and sex hormone-
binding globulin predict the metabolic syndrome and diabetes in middle-aged
men. Diabetes Care. 2004 May;27(5):1036-41.

Kupelian V, Hayes FJ, Link CL, Rosen R, McKinlay JB. Inverse association of
testosterone and the metabolic syndrome in men is consistent across race and
ethnic groups. J Clin Endocrinol Metab. 2008 Sep;93(9):3403-10.

Laaksonen DE, Niskanen L, Punnonen K, et al. Sex hormones, inflammation
and the metabolic syndrome: a population-based study. Eur J Endocrinol. 2003
Dec;149(6):601-8.

Wallace IR, McKinley MC, Bell PM, Hunter SJ. Sex hormone binding globulin
and insulin resistance. Clin Endocrinol (Oxf). 2013 Mar;78(3):321-9.

129



29.

30.

31.

32.

9

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Guyton&Hall. Erkekte tireme islevleri ve hormonal islevler (ve pineal bezin
islevleri). In: Tibbi Fizyoloji. Ed. Cavusoglu H. 11. basim. Elsevier, 2007;
1003-7.

Ide H. The impact of testosterone in men’s health. Endocr J. 2023 Jul
28;70(7):655-662.

Ho CKM. Testosterone testing in adult males. Malays J Pathol. 2011
Dec;33(2):71-81.

Testosterone. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Testosterone

adresinden 28.02.2024 tarihinde erigilmistir.

Guyton ve Hall. Erkekte lireme islevleri ve hormonlara bagli islevler (ve pineal
bezin islevleri). In: Tibbi Fizyoloji. Ed. Caglayan Yegen B. 12. baski. United
Kingdom, Elsevier, 2013; 983.

Grinspon RP, Bergada I, Rey RA. Male Hypogonadism and Disorders of Sex
Development. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Apr 15;11:211.

Bain J. The many faces of testosterone. Clin Interv Aging. 2007;2(4):567-76.

Morley JE, Perry HM. Androgen treatment of male hypogonadism in older
males. J Steroid Biochem Mol Biol. 2003 Jun;85(2-5):367-73.

Wang C, Swerdloff RS, Iranmanesh A, et al. Transdermal testosterone gel
improves sexual function, mood, muscle strength and body composition
parameters in hypogonadal men. J Clin Endocrinol Metab. 2000
Aug;85(8):2839-53.

Sinha-Hikim 1, Cornford M, Gaytan H, Lee ML, Bhasin S. Effects of
testosterone supplementation on skeletal muscle fibee hypertrophy and
satellite cells in community — dwelling older men. J Clin Endocrinol Metab.
2006 Aug;91(8):3024-33.

Wang C, Cunningham G, Dobs A, et al. Long-term testosterone gel (AndroGel)

treatment maintains beneficial effects on sexual function and mood, lean and fat

130



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

mass, and bone mineral density in hypogonadal men. J Clin Endocrinol Metab.
2004 May;89(5):2085-98.

Davey RA, Morris HA. Effects of estradiol and dihydrotestosterone on
ostsoblast gene expression in osteopenic ovariectomized rats. J Bone Miner
Metab. 2005;23(3):212-8.

Tivesten A, Moverare-Skrtic S, Chagin A, et al. Additive protective effects of
estrogen and androgen treatment on trabecular bone in ovariectomized rats. J
Bone Miner Res. 2004 Nov;19(11):1833-9.

Fink HA, Ewing SK, Ensrud KE, et al. Association of testosterone and estradiol
deficiency with osteoporosis and rapid bone loss in older men. J Clin
Endocrinol Metab. 2006 Oct;91(10):3908-15.

Adler RA. Epidemiology and pathophysiology of osteoporosis in men. Curr
Osteoporos Rep. 2006 Sep;4(3):110-5.

Seeman E. Osteoporosis in men. Baillieres Clin Rheumatol. 1997
Aug;11(3):613-29.

Shahidi NT. Androgens and erythropoiesis. N Engl J Med. 1973 Jul
12;289(2):72-80.

Bhatia V, Chaudhuri A, Tomar R, Dhindsa S, Ghanim H, Dandona P. Low
testosterone and high C-reactive protein concentrations predict low hematocrit
in type 2 diabetes. Diabetes Care. 2006 Oct;29(10):2289-94.

Aydin B, Winters SJ. Sex hormone-binding globulin in children and
adolescents. J Clin Res Pediatr Endocrinol. 2016 Mar 5;8(1):1-12.

Elecsys SHBG. Ref. 03052001190. v15.0 Tiirkge. Cobas, Roche Diagnostics
GmbH.

Moman RN, Gupta N, Varacallo M. Physiology, Albumin. In: StatPearls.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK459198/  adresinden 07.03.2024

tarihinde erisilmistir.

131



50.

51.

52.

B3

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Yuwen P, Chen W, Lv H, et al. Albumin and surgical site infection risk in
orthopaedics: a meta-analysis. BMC Surg. 2017 Jan 16;17(1):7.

Annane D, Siami S, Jaber S, et al. Effects of fluid resuscitation with colloids vs
crystalloids on mortality in critically ill patients presenting with hypovolemic
shock: the CRISTAL randomized trial. JAMA. 2013 Nov 6;310(17):1809-17.

Rothschild MA, Oratz M, Schreiber SS. Serum albumin. Hepatology. 1988
Mar-Apr;8(2):385-401.

Chang R, Holcomb JB. Choice of fluid therapy in the initial management of
sepsis, severe sepsis, and septic shock. Shock. 2016 Jul;46(1):17-26.

Friedman AN, Fadem SZ. Reassessment of albumin as a nutritional marker in
kidney disease. J Am Soc Nephrol. 2010 Feb;21(2):223-30.

Trost LW, Mulhall JP. Challenges in testosterone measurement, data
interpretation, and methodological appraisal of interventional trials. J Sex Med.
2016 Jul;13(7):1029-46.

Ho CK, Stoddart M, Walton M, Anderson RA, Beckett GJ. Calculated free
testosterone in men: comparison of four equations and with free androgen index.
Ann Clin Biochem. 2006 Sep;43(Pt 5):389-97.

Rifai N. Reproductive endocrinology and related disorders. In: Tietz Textbook
of Laboratory Medicine. Ed. Chiu RWK, Young I, Burnham CD, Wittwer CT.
7th edition. Missouri, USA, Elsevier, 2023; 880.

Casals G, Costa RF, Rull EU, et al. Recommendations for the measurement of
sexual steroids in clinical practice. A position statement of
SEQCML/SEEN/SEEP. Adv Lab Med. 2023 Mar 9;4(1):52-69.

Elecsys Testosterone Il. Ref. 08946353190. v1.0 Tiirk¢e. Cobas, Roche
Diagnostics GmbH.

Dalmiglio C, Bombardieri A, Mattii E, et al. Analytical performance of free

testosterone calculated by direct immunoluminometric method compared with

132



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Vermeulen equation: results from a clinical series. Hormones (Athens). 2024
Jun;23(2):313-319.

Fiers T, Wu F, Moghetti P, Vanderschueren D, Lapauw B, Kaufman JM.
Reassessing free-testosterone calculation by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry direct equilibrium dialysis. J Clin Endocrinol Metab. 2018
Jun 1;103(6):2167-2174.

Free analyte immunoassay. In: The Immunoassay Handbook. Theory and
Applications of Ligand Binding, ELISA and Related Techniques. Ed. Wild D.
4th edition. Elsevier, 2013; 128-9.

Herbst ZM, Shibata S, Fan E, Gelb MH. An inexpensive, in-house-made,
microdialysis device for measuring drug-protein binding. . ACS Med Chem Lett.
2017 Sep 28;9(3):279-282.

Alberti SG, Zimmet P, Shaw J, Grundy SM. In: The IDF Consensus Worldwide
Definition Of The Metabolic Syndrome. International Diabetes Federation,
2006; 10-1.

Cunningham GR. Testosterone and metabolic syndrome. Asian J Androl. 2015
Mar-Apr;17(2):192-6.

Grundy SM, Brewer HB Jr, Cleeman JI, Smith SC Jr, Lenfant C. Definition of
metabolic syndrome: Report of the National Heart, Lung, and Blood
Institute/American Heart Association conference on scientific issues related to
definition. Circulation. 2004 Jan 27;109(3):433-8.

Fui MNT, Dupuis P, Grossmann M. Lowered testosterone in male obesity:
Mechanisms, morbidity and management. Asian J Androl. 2014 Mar-
Apr;16(2):223-31.

Mah PM, Wittert GA. Obesity and testicular function. Mol Cell Endocrinol.
2010 Mar 25;316(2):180-6.

133



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Travison TG, Araujo AB, Kupelian V, O’Donnell AB, McKinlay JB. The
relative contributions of aging, health, and lifestyle factors to serum
testosterone decline in men. J Clin Endocrinol Metab. 2007 Feb;92(2):549-55.

Bhasin S, Cunningham GR, Hayes FJ, et al. Testosterone therapy in men with
androgen deficiency syndromes: an Endocrine Society clinical practice
guideline. J Clin Endocrinol Metab. 2010 Jun;95(6):2536-59.

Tajar A, Forti G, O’Neill TW, et al. Characteristics of secondary, primary, and
compensated hypogonadism in aging men: evidence from the European Male
Ageing Study. J Clin Endocrinol Metab. 2010 Apr;95(4):1810-8.

Wu FCW, Tajar A, Pye SR, et al. Hypothalamic-pituitary-testicular axis
disruptions in older men are differentially linked to age and modifiable risk
factors: the European Male Aging Study. J Clin Endocrinol Metab. 2008
Jul;93(7):2737-45.

Allan CA, Strauss BJ, Burger HG, Forbes EA, McLachlan RI. The association
between obesity and the diagnosis of androgen deficiency in symptomatic
ageing men. Med J Aust. 2006 Oct 16;185(8):424-7.

Grossmann M. Low testosterone in men with type 2 diabetes: significance
and treatment. J Clin Endocrinol Metab. 2011 Aug;96(8):2341-53.

Blouin K, Richard C, Brochu G, et al. Androgen inactivation and steroid-
converting enzyme expression in abdominal adipose tissue in men. J
Endocrinol. 2006 Dec;191(3):637-49.

Blouin K, Despres JP, Couillard C, et al. Contribution of age and declining
androgen levels to features of the metabolic syndrome in men. Metabolism.
2005 Aug;54(8):1034-40.

Kaplan SA, Meehan AG, Shah A. The age related decrease in testosterone is
significantly exacerbated in obese men with the metabolic syndrome. What are
the implications for the relatively high incidence of erectile dysfunction
observed in these men? J Urol. 2006 Oct;176(4 Pt 1):1524-7; discussion 1527-

8.
134



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Rodriguez A, Muller DC, Metter EJ, et al. Aging, androgens, and the metabolic
syndrome in a longitudinal study of aging. J Clin Endocrinol Metab. 2007
Sep;92(9):3568-72.

Traish AM, Guay A, Feeley R, Saad F. The dark side of testosterone deficiency:
I. metabolic syndrome and erectile dysfunction. J Androl. 2009 Jan-
Feb;30(1):10-22.

Laaksonen DE, Niskanen L, Punnonen K, et al. The metabolic syndrome and
smoking in relation to hypogonadism in middle-aged men: a prospective cohort
study. J Clin Endocrinol Metab. 2005 Feb;90(2):712-9.

Makhsida N, Shah J, Yan G, Fisch H, Shabsigh R. Hypogonadism and
metabolic syndrome: implications for testosterone therapy. J Urol. 2005
Sep;174(3):827-34.

Chen RYT, Wittert GA, Andrews GR. Relative androgen deficiency in relation
to obesity and metabolic status in older men. Diabetes Obes Metab. 2006
Jul;8(4):429-35.

Seidell JC, Bjorntorp P, Sjostrom L, Kvist H, Sannerstedt R. Visceral fat
accumulation in men is positively associated with insulin, glucose, and C-
peptide levels, but negatively with testosterone levels. Metabolism. 1990
Sep;39(9):897-901.

Osuna JA, Gomez-Perez R, Arata-Bellabarba G, Villaroel V. Relationship
between BMI, total testosterone, sex hormone-binding-globulin, leptin, insulin
and insulin resistance in obese men. Arch Androl. 2006 Sep-Oct;52(5):355-61.

Svartberg J. Epidemiology: testosterone and the metabolic syndrome. Int J
Impot Res. 2007 Mar-Apr;19(2):124-8.

Svartberg J, von Miihlen D, Sundsfjord J, Jorde R. Waist circumference and
testosterone levels in community dwelling men. The Tromse study. Eur J

Epidemiol. 2004;19(7):657-63.

135



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Svartberg J, von Miihlen D, Schirmer H, Barrett-Connor E, Sundfjord J, Jorde
R. Association of endogenous testosterone with blood pressure and left
ventricular mass in men. The Tromse Study. Eur J Endocrinol. 2004
Jan;150(1):65-71.

Pasquali R, Macor C, Vicennati V, et al. Effects of acute hyperinsulinemia on
testosterone serum concentrations in adult obese and normal-weight men.
Metabolism. 1997 May;46(5):526-9.

Pasquali R, Casimirri F, Cantobelli S, et al. Effect of obesity and body fat
distribution on sex hormones and insulin in men. Metabolism. 1991
Jan;40(1):101-4.

Isidori AM, Caprio M, Strollo F, et al. Leptin and androgens in male obesity:
evidence for leptin contribution to reduced androgen levels. J Clin Endocrinol
Metab. 1999 Oct;84(10):3673-80.

de Boer H, Verschoor L, Ruinemans-Koerts J, Jansen M. Letrozole normalizes
serum testosterone in severely obese men with hypogonadotropic
hypogonadism. Diabetes Obes Metab. 2005 May;7(3):211-5.

Dhindsa S, Furlanetto R, Vora M, Ghanim H, Chaudhuri A, Dandona P. Low
estradiol concentrations in men with subnormal testosterone concentrations and
type 2 diabetes. Diabetes Care. 2011 Aug;34(8):1854-9.

Huhtaniemi IT, Tajar A, Lee DM, et al. Comparison of serum testosterone and
estradiol measurements in 3174 European men using platform immunoassay
and mass spectrometry; relevance for the diagnostics in aging men. Eur J
Endocrinol. 2012 Jun;166(6):983-91.

Grossmann M, Gianatti EJ, Zajac JD. Testosterone and type 2 diabetes. Curr
Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2010 Jun;17(3):247-56.

D’Amico AV, Denham JW, Crook J, et al. Influence of androgen suppression
therapy for prostate cancer on the frequency and timing of fatal myocardial
infarction. J Clin Oncol. 2007 Jun 10;25(17):2420-5.

136



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Braga-Basaria M, Dobs AS, Muller DC, et al. Metabolic syndrome in men with
prostate cancer undergoing long-term androgen-deprivation therapy. J Clin
Oncol. 2006 Aug 20;24(24):3979-83.

Swerdloff RS, Wang C. Three-year follow-up of androgen treatment in
hypogonadal men: preliminary report with testosterone gel. Aging Male. 2003
Sep;6(3):207-11.

Katznelson L, Finkelstein JS, Schoenfeld DA, Rosenthal DI, Anderson EJ,
Klibanski A. Increase in bone density and lean body mass during testosterone
administration in men with acquired hypogonadism. J Clin Endocrinol Metab.
1996 Dec;81(12):4358-65.

Tenover JS. Effects of testosterone supplementation in the aging male. J Clin
Endocrinol Metab. 1992 Oct;75(4):1092-8.

Kapoor D, Goodwin E, Channer KS, Jones TH. Testosterone replacement
therapy improves insulin resistance, glycaemic control, visceral adiposity and
hypercholesterolaemia in hypogonadal men with type 2 diabetes. Eur J
Endocrinol. 2006 Jun;154(6):899-906.

Basu R, Man CD, Campioni M, et al. Effect of 2 years of testosterone
replacement on insulin secretion, insulin action, glucose effectiveness, hepatic
insulin clearance, and postprandial glucose turnover in elderly men. Diabetes
Care. 2007 Aug;30(8):1972-8.

Sartorius G, Spasevska S, Idan A, et al. Serum
testosterone, dihydrotestosterone and estradiol concentrations in older men
self-reporting very good health: the healthy man study. Clin Endocrinol (Oxf).
2012 Nov;77(5):755-63.

Matthews DR, Hosker JP, Rudenski AS, Naylor BA, Treacher DF, Turner RC.
Homeostasis model assessment: Insulin resistance and B-cell function from
fasting plasma glucose and insulin concentrations in man. Diabetologia. 1985
Jul;28(7):412-9.

137



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Grundy SM, Brewer HB Jr, Cleeman JI, Smith SC Jr, Lenfant C. Definition of
metabolic syndrome: Report of the National Heart, Lung, and Blood
Institute/American Heart Association conference on scientific issues related to
definition. Circulation. 2004 Jan 27;109(3):433-8.

Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults. Executive Summary of The Third Report of The National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation,
And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel
111). JAMA. 2001 May 16;285(19):2486-97.

Thienpont L, Bunk DM, Christofides ND, et al. Measurement of free thyroid
hormones; approved guideline. Clinical and Laboratory Standards Institute.
C45-A, Vol.24, No.31, October 2004.

Van Houcke SK, Van Uytfanghe K, Shimizu E, Tani W, Umemoto M,
Thienpont LM. IFCC international conventional reference procedure for the
measurement of free thyroxine in serum: International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) Working Group for
Standardization of Thyroid Function Tests (WG-STFT). Clin Chem Lab Med.
2011 Aug;49(8):1275-81.

Nelson JC, Tomei RT. Direct determination of free thyroxin in undiluted serum
by equilibrium dialysis/radioimmunoassay. Clin Chem. 1988 Sep;34(9):1737-
44,

Sinha-Hikim |, Arver S, Beall G, et al. The use of a sensitive equilibrium
dialysis method for the measurement of free testosterone levels in healthy,
cycling women and in human immunodeficiency virus-infected women. J Clin
Endocrinol Metab. 1998 Apr;83(4):1312-8.

Yue B, Rockwood AL, Sandrock T, La’ulu SL, Kushnir MM, Meikle AW. Free
thyroid hormones in serum by direct equilibrium dialysis and online solid-phase
extraction-liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Clin Chem. 2008
Apr;54(4):642-51.

138



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Banker MJ, Clark TH, Williams JA. Development and validation of a 96-well
equilibrium dialysis apparatus for measuring plasma protein binding. J Pharm
Sci. 2003 May;92(5):967-74.

Pinger CW, Heller AA, Spence DM. A printed equilibrium dialysis device with
integrated membranes for improved binding affinity measurements. Anal
Chem. 2017 Jul 18;89(14):7302-06.

Curran RE, Claxton CR, Hutchison L, Harradine PJ, Martin 1J, Littlewood P.
Control and measurement of plasma pH in equilibrium dialysis: influence on
drug plasma protein binding. Drug Metab Dispos. 2011 Mar;39(3):551-7.

Greenblatt DJ, Sellers EM, Koch-Weser J. Importance of protein binding for
the interpretation of serum or plasma drug concentrations. J Clin Pharmacol.
1982 May-Jun;22(5-6):259-63.

McEnroe RJ, Durham AP, Goldford MD, et al. Evaluation of precision of
quantitative measurement procedures; approved guideline - third edition.
Clinical and Laboratory Standards Institute. EP05-A3, VVol.34, No.13, October
2014.

Budd JR, Durham AP, Gwise TE, et al. Measurement procedure comparison
and bias estimation using patient samples; approved guideline - third edition.
Clinical and Laboratory Standards Institute. EP09-A3, Vol.33, No.11, August
2013.

https://datainnovations.com/allowable-total-error-table/ adresinden 05.08.2024

tarthinde erisilmistir.

Oosterhuis WP. Gross overestimation of total allowable error based on
biological variation. Clin Chem. 2011 Sep;57(9):1334-6.

Gundogan K, Bayram F, Gedik V, et al. Metabolic syndrome prevalence
according to ATP Il and IDF criteria and related factors in Turkish adults. Arch
Med Sci. 2013 Apr 20;9(2):243-53.

139



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Merino-Ibarra E, Cenarro A, Martin P, et al. Sensibilidad y especificidad de los
criterios del sindrome metabolico para el diagnostico de insulinorresistencia en

la poblacion espafiola. Med Clin (Barc). 2007;128(5):168-71.

van Liempd S, Morrison D, Sysmans L, Nelis P, Mortishire-Smith R.
Development and validation of a higher-throughput equilibrium dialysis assay
for plasma protein binding. J Lab Autom. 2011 Feb;16(1):56-67.

Ross MJ, Shimelis O. Comparison of Supel™ BioSPME 96-Pin device to rapid
equilibrium dialysis technique for determination of plasma protein binding.

Supelco Analytical Products, Merck.

Waters NJ, Jones R, Williams G, Sohal B. Validation of a rapid equilibrium
dialysis approach for the measurement of plasma protein binding. J Pharm Sci.
2008 Oct;97(10):4586-95.

Christ-Crain M, Meier C, Huber P, Zimmerli L, Trummler M, Miiller B.
Comparison of different methods for the measurement of serum testosterone in
the aging male. Swiss Med Wkly. 2004 Apr 3;134(13-14):193-7.

Kacker R, Hornstein A, Morgentaler A. Free testosterone by direct and
calculated measurement versus equilibrium dialysis in a clinical population.
Aging Male. 2013 Dec;16(4):164-8.

https://www.cdc.gov/clinical-standardization-programs/php/hormones/
adresinden 09.08.2024 tarihinde erisilmistir.

Godinho C, Rodrigues I. Comparison of free testosterone results by a
radioimmunoassay and a chemiluminescent assay. 19th European Congress of
Endocrinology, Lisbon, Portugal. 20 - 23 May 2017; EP795.

Maglumi free testosterone (CLIA). V9.1, 2017-11, Snibe Diagnostics.

Standard Reference Material® 971a Hormones in Frozen Human Serum.

National Institute of Standards and Technology. 27 March 2023.

Thienpont LM, De Brabandere VI, Stockl D, De Leenherr AP. Use of

cyclodextrins for prepurification of progesterone and testosterone from human
140



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

serum prior  to determination  with isotope  dilution-gas

chromatography/mass spectrometry. Anal Chem. 1994 Nov 15;66(22):4116-9.

Jandreski MA. Chemiluminescence technology in immunoassays. Laboratory
Medicine. 1998 Sep, Vol. 29, Issue 9, Pages 555-60.

Fritz KS, McKean AJS, Nelson JC, Wilcox RB. Analog-based free testosterone
test results linked to total testosterone concentrations, not free testosterone
concentrations. Clin Chem. 2008 Mar;54(3):512-6.

Sato Y, Tanda H, Kato S, et al. Serum testosterone levels using the
radioimmunoassay method in healthy Japanese male volunteers. Reprod Med
Biol. 2006;5(1):37-41.

Gruschke A, Kuhl H. Validity of radioimmunological methods for determining
free testosterone in serum. Fertil Steril. 2001 Sep;76(3):576-82.

Elecsys Cortisol Il. Ref. 06687733190. v7.0 Tiirk¢e. Cobas, Roche Diagnostics
GmbH.

Ibis MA, Yaman O. Evaluation of Male Infertility. Duzce Med J,
2022;24(S1):1-6.

Cokluk E. Klinik biyokimyada biyolojik varyasyon: referans degisim degeri ve
bireysellik indeksi. Turk J Clin Lab 2019; 10: 526-32.

Ricos C, Cava F, Garcia-Lario JV, et al. The reference change value: a proposal
to interpret laboratory reports in serial testing based on biological variation.
Scand J Clin Lab Invest. 2004;64(3):175-84.

Fraser CG. Biological variation in clinical chemistry. An update: collated data,
1988-1991. Arch Pathol Lab Med. 1992 Sep;116(9):916-23.

https://biologicalvariation.eu/ internet  adresinden  06.08.2024 tarihinde

erisilmistir.

Ross MJ. Sample preparation of serum prior to determination of free

testosterone. Supelco Analytical Products, Merck.

141



142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

WHO International Standard 2nd International Standard for Sex Hormone
Binding Globulin NIBSC code: 08/266 Instructions for use (Version 2.0, Dated
28/03/2013). Medicines & Healthcare Products Regulatory Agency. National

Institute for Biological Standards and Control.

Katabami T, Kato H, Asahina T, et al. Serum free testosterone and metabolic
syndrome in Japanese men. Endocr J. 2010;57(6):533-9.

Haring R, Volzke H, Felix SB, et al. Prediction of metabolic syndrome by low
serum testosterone levels in men: results from the study of health in Pomerania.
Diabetes. 2009 Sep;58(9):2027-31.

Chubb SAP, Hyde Z, Almeida OP, et al. Lower sex hormone-binding globulin
is more strongly associated with metabolic syndrome than lower total
testosterone in older men: The Health in Men Study. Eur J Endocrinol. 2008
Jun;158(6):785-92.

Maggio M, Lauretani F, Ceda GP, et al. Association between hormones and
metabolic syndrome in older Italian men. J Am Geriatr Soc. 2006
Dec;54(12):1832-8.

Livingston M, Kalansooriya A, Hartland AJ, Ramachandran S, Heald A. Serum
testosterone levels in male hypogonadism: why and when to check—A review.
Int J Clin Pract. 2017;71:e12995.

Katsuki A, Sumida Y, Murashima S, et al. Acute and chronic regulation of
serum sex hormone-binding globulin levels by plasma insulin concentrations
in male noninsulin-dependent diabetes mellitus patients. J Clin Endocrinol
Metab. 1996 Jul;81(7):2515-9.

Plymate SR, Matej LA, Jones RE, Friedl KE. Inhibition of sex hormone-binding
globulin production in the human hepatoma (Hep G2) cell line by insulin and
prolactin. J Clin Endocrinol Metab. 1988 Sep;67(3):460-4.

Lee IR, Dawson SA, Wetherall JD, Hahnel R. Sex hormone-binding globulin
secretion by human hepatocarcinoma cells is increased by both estrogens and

androgens. J Clin Endocrinol Metab. 1987 Apr;64(4):825-31.
142






8. EKLER

EK-A: Hasta Veri Toplama Formu

Biyoyararh ve Serbest Testosteron icin Hesaplamalarda

ARASTIRMANIN ADI Kullamlan Algoritmalar ile Denge Diyalizi/Kemiliiminesans
Immiinélciim Yoéntemi Arasmdaki Farklarm Metabolik
Sendrom Profilleri ile Degerlendirilmesi

PROTOKOL NO:

TARIH:

ADI/SOYADI:

TELEFON:

YAS: BOY: KiLO:

BEL CEVRESI: SKB: DKB:

METABOLIK BIR HASTALIGI VAR MI? (E) (H)

EVET ISE NE? SURESI:

DEVAM:

RECETE EDILMIS ILAC ALTYOR MU? (E) (H)

EGER EVET ISE NE? SURESI:

DEVAM:

EN SON ILAC NE ZAMAN ALDI? ADIL:

SIGARA KULLANIYOR MU? (E) (H)

EGER EVET ISE NE SEKILDE? NE KADAR? SURESI:

ALKOL KULLANMA ALISKANLIGI VAR MI? (E) ()

EGER EVET ISE NE SEKILDE? HANGI SIKLIKTA? SURESI:

EN SON ALKOL NE ZAMAN ALDINIZ?

PARAPROTEINEMI VE/VEYA KRIYOGLOBULINEMISI VAR MI? (E) (H)

OTO-IMMUN HASTALIGI VAR MI? (E) (H)

HIPOTIROIDI/HIPERTIRODI VAR MI? (E) (H)

HIRSUTISM VAR MI? (E) (H)

ALOPESI VAR MI? (E) (H)

AKROMEGALI VAR MI? (E) (H)

ANTI-EPILEPTIK KULLANIYOR MU? (E) (H)

KARACIGER HASTALIGI VAR MI? (E) ()

HIPOGONADISMI VAR MI? (E) (H)

KROMOZOM ANOMALISI (KLINEFELTER SENDROMU GIBI) VAR MI? (E) (H)

144



EK- B: Etik Kurul Onay1

Tanih: 1411202022 0934
Say: E-91120269-800-0811020
Klinik Aragtumalar Etik Kuralu

U ORDU (TR

0000811020

T.C.
. ORDU ﬁNiVERSiTESi
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI
Toplanti Tarihi | Toplant1 Sayis1 Toplant1 Saati Karar Sayisi
09.12.2022 24 15:30 281

Ordu  Universitesi Klinik Arastirmalar Etik  Kurulu, “Klinik Arastirmalar ve
Biyoyararlamm/Biyoegdegerlik Calismalan Etik Kurullannin Standart Calisma Yontemi Esaslarni”
11.2.1 maddesi uyarinca Etik Kurul Baskam Prof. Dr. Ahmet KAYA baskanliginda toplanarak
asagidaki kararlar1 almistir.

KARAR NO: 2022/281

Sorumlu yiiriitlici Dog. Dr. Murat USTA’mn, KAEK 302 Nolu bagvurusunun
degerlendirilmesi sonucu “Biyoyararh ve Serbest Testosteron i¢cin Hesaplamalarda Kullamlan
Algoritmalar ile Denge Diyalizi/Kemiliiminesans immiinlgiim Yontemi Arasmndaki Farklarin
Metabolik Sendrom Profilleri ile Degerlendirilmesi” baslikli arastirmasimin Giresun 11 Saghk
Miidiirligii izni onay1 sonrasi baslanabilecegine toplantiya katilanlarin oy birligi ile karar verildi.

e-imzahdir
Prof. Dr. Ahmet KAYA
Ordu Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskam
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EK- C: Bilgilendirilmis Olur Formu

BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

Bu katildigimiz caligma bilimsel bir arastirma olup, arastirmamin adi Biyoyararh ve Serbest Testosteron icin
Hesaplamalarda Kullamlan Algoritmalar ile Denge Diyalizi'Kemiliiminesans Immiinélciim Yontemi Arasindaki
Farklarm Metabolik Sendrom Profilleri ile Degerlendirilmesi’dir. Bu arastirmanin amaci; bu ¢ahsmada, NCEP-ATPIII ve
IDF’ve giire metabolik sendromu olan ve olmayan 20-49 yas erkek giniilliillerde serbest testosteron ve biveoyararh
testosteron hesaplamalarinda kullanilan formiillerin sonuclar ile serbest testosteron élgiimiinde altin standart denge
diyaliz yéntemi sonuclarinmn karsilastinlmas: amaclanmistir. Bu arastirmada size herhangi bir tedavi uygulanmayacak olup,
vendz kan alma islemi vacutainer igne seti yéntemi kullanilarak uygulanacaktir. Bu arastirmada ver almamz dngériilen stire 10
ay olup, aragtirmada ver alacak géniilliilerin sayis1 200 “diir.

Bu aragtirmada sizin i¢in kan alma islemi sirasinda dokuya kan sizma ve kan alma yerinde morluklar gibi riskler
ve rahatsizliklar s6z konusu olabilir; ancak sizin igin beklenen vararlar voktur.

Bu arastirmanin tedavi uyvgulamalar: bulunmamaktadir.

Aragtirma swrasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda. bu durum size veya vasal temsilcinize
dethal bildirilecektir. Arastirma haklinda ek bilgiler almak igin va da galisma ile ilgili herhangi bir sorun va da diger
rahatsizliklarimz icin 0454 3102020 — 1606 no.lu telefondan Dr. Engin ISIK "a bagvurabilirsiniz.

Bu aragtirmada ver almaniz nedenivle size hichir deme vapilmavacaktir; ayrica, bu aragtirma kapsamindaki biitiin
muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri icin sizden veya bagl bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan hicbir dicret
istenmeyecektir. Bu arastirmaya destek icin icin Giresun Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi ve/veya
TURITAK Bilimsel Arastirma Projelerini Destekleme Programina bagvurulacaktir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglhdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz va da herhangi
bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlanmza engel duruma yol agmayacaktir.
Biyotip Sézlesmes: VII Bélim Madde 22 °de belirtildigi dzere “Bir miidahale sirasinda insan viicudunun herhangi bir parcasi
alindiginda bu parca valnizea uwygun bilgilendirme ve muvafakat alma 1slemlerini uyuldugu takdirde gikanlma amacindan baska
bir amag igin saklanabilir ve kullanilabilir™. Aragtirmamn sonuglan bilimsel amacla kullanilacaktir; ¢alismadan ¢ekilmeniz va da
aragtirici tarafindan cikarilmamz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla kullanilabilecektir. Calisma
kapsaminda almnan bivolojik numuneler ileride yapilmas: planlanan caligmalarda da kullanilabilecektir.

Bu galisma igin Giresun Efitim ve Arastirma Hastanesi'nden kurum izmi (E-53593568-929 sayili vazi), Ordu
Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu onay: (09.12.2022 tarih ve 281 sayili vazi) ve Giresun Valilizi Il Saglik Midirlagi
1zni (E-41544352-799-206912606 sayili vazi) alinmigtir.

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktr ve arastirma vyaymnlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak aragtirmamn izleyicileri, voklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektifinde tibbi
bilgilerimize ulagabilir. Siz de 1stediginizde kendinize ait tibbi bilgilere veri analizlerinden sonra ulasabilirsiniz.

Cahsmaya Katilma Onay:

Yukarida ver alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce géniilliive verilmesi gereken bilgileri okudum ve sizli olarak
dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastiriciya sordum. vazili ve s8zli olarak bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmay: isteyip 1stemedigime karar vermem igin bana yveterli zaman tanmndi. Bu kogullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiritiiciisiine vetki
veriyor ve sOz konusu arastirmaya iliskin bana vapilan katilim davetini hicbir zorlama ve bask: olmaksizin buvik bir génulluluk
icerisinde kabul edivorum.

Bu formun imzah bir kopyasi bana verilecektir.

Ganiilliiniin, Agklamalan yapan arastirmacmm,
Adi-Soyadi: Adi-Soyadi: Engin ISIK

Adresi Gorevi: Aragtirma Gérevlisi Doktor

Tel-Faks: Adresi: Giresun Egitim ve Aragtirma Hastanesi

Tel.-Faks: 0454 3102020 - 1606

Tarih ve Imza: Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basmmdan sonuna kadar tamkhk eden kurulus
girevlisinin/giriisme tamgmm,

Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:
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EK-D: Giresun Egitim ve Arastirma Hastanesi Kurum izni

GIRESUN EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI .
GIRESUN EGITIM VE ARASTIRMA HASTANES!

061272022 12:05 . E.53593568 . 929 . 9160
L ANAAROFA R FHRHL T
GIRESUN VALILIGi ULI00AL

i1 Saghk Miidiirligii
Giresun Egitim Ve Arastirma Hastanesi

Say1 . E-53593568-929
Konu : Dog¢.Dr. Murat USTA (Arastirma
[zin Hk.)
Sayin: Dog. Dr. Murat USTA
(Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali)
ilgi :02/12/2022 tarih ve 10462 sayih yazi dilekgesi.

Ilgi sayil dilekgeniz ile "Biyoyararli ve Serbest Testosteron i¢in Hesaplamalarda Kullanilan
Algoritmalar ile Denge Diyalizi/Kemiliiminesas immiindlgiim Yontemi Arasindaki Farklarin
Metabolik Sendrom Profilleri ile Degerlendirilmesi" konulu g¢aliymamz Kisisel Verilerin Korunmasi
Kanunu'nun mahremiyetinin korunmasi ile gizlilige yonelik ilgili maddeleri dikkate alinarak, etik

kurul onay alindiktan sonra etik kurallar ve bilgi giivenligine dikkat edilmesi kosullariyla uygun
bulunmugtur.

Bilgilerinize rica ederim.

Dog. Dr. Fazil KULAKLI
Baghekim

Bu belge. givenh elektronik imza ile imzalanmgtir
Belge Dogrulama Kodu: ¢94d9¢f2-¢18f-4bel-ac62-176b96062862  Belge Dogrulama Adresi: https://www.turkiye.gov.tr/saglik-bakanligi-cbys
Giresun Egitim ve Aragtirma Hastanesi Bilgi igin: Ozlem EROL
Telefon: Faks No:
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EK-E: Giresun Il Saglik Miidiirliigii Kurum Izni

GIRESUN DESTEK HIZMETLERI BASKAN YARDIMCISI 2
GIRESUN OZLOK ISLER] BIRIMI

12.01.2023 11:58:50 E-41544352-799-206912606
TC AEETTOE AT
GIRESUN VALILiGI g

il Saglik Miidiirliigi

Say1 : E-41544352-799-206912606 12.01.2023
Konu : Arastirma izin Talebi (Dog Dr. Murat
USTA)

GIRESUN EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI

ilgi : 09.01.2023 tarihli ve E-53593568-929-206520369 sayili yaziniz.

Ilgi tarihli ve sayili yaziniza istinaden; Tibbi Biyokimya Uzmam Dog. Dr. Murat USTA’ nin
sorumlulugunda “Biyoyararli ve Serbest Testosteron i¢in Hesaplamalarda Kullanilan Algoritmalar ile Denge
Diyalizi/Kemiliiminesans Immiindl¢im Yontemi Arasindaki Farklarm Metabolik Sendrom Profilleri ile
Degerlendirilmesi” konulu galiymasini ilgi yazi ekindeki Arastirma Calismalar1 Bagvuru Formunda adi soyad:
belirtilen yardimeci aragtirmacilar ile birlikte 01 Subat 2023-30 Kasim2023 tarihleri arasinda hastanenizde
yapmalar1 Komisyonumuzca uygun miitalaa edilmistir.

So6z konusu verilerin kullanilmasinda kisisel verilere/6zel hayata o6zen gosterilmesi ve calisma
sonuglarinin tarafimiza génderilmesi hususunu,

Bilgilerinize rica ederim.

Mehmet SAHIN
11 Saghik Miidiirii a.
Destek Hizmetleri Baskani

Ek: Komisyon Karar (1 Adet)

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmgtir.

Belge dogrulama kodu: 16296FC3-73AF-456E-B5C5-A46739507E09 Belge dogrulama adresi: https://www.turkiye.gov.tr/saglik-bakanligi-ebys

Osmaniye Mah. Hastane Sok. No:11 GIRESUN 28100 Bilgi igin: Hiiseyin BICAKCI 2 0]
Telefon No: 04542602000 Faks No : 04542602007 Veri Hazirlama Ve Kontrol [slt. §
c-Posta: giresun@saglik.gov.tr Internet Adresi: https:/giresunism.saglik.gov.tr/ <
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GIRESUN DESTEK HIZMETLERI BASKANLIGI
GIRESUN IL SAGLIK MUDURLOGU EVRAK BIRIMI
2.01.2023 10:29:22 E-21625095-799-206901461

1 20690
206901461

IC. I
GIRESUN VALILIGI
il Saghk Midiirliigii

KOMISYON KARARI

llimiz Egitim ve Arasurma Hastanesi’ nin 09/01/2023 tarihli ve E-33593568-929-
206520369 sayih vazisina istinaden: Tibbi Biyokimya Uzmam Dog¢. Dr. Murat USTA™ nin
sorumlulugunda “Biyoyararli ve Serbest Testosteron igin Hesaplamalarda Kullanilan Algoritmalar
ile Denge Diyalizi/Kemiliiminesans Immiingl¢iim Yéntemi Arasindaki Farklarin Metabolik
Sendrom Profilleri ile Degerlendirilmesi™ konulu ¢ahismasim ilgi yazi ekindeki Aragtirma
Cahigmalar Bagvuru Formunda adi soyad: belirtilen yardimer arastirmacilar ile birlikte 01 Subat
2023-30 Kasim 2023 tarihleri arasinda Midirligiimiize bagh Egitim ve Arasurma Hastanesinde
vapmalari Komisyonumuzca uygun miitalaa edilmistir.

D
Dog. Dr. Muhauunet BULUT
i1 Saghk Miidiirti

UYELER
\ Mch‘n‘él SAHIN Uzm. Dr. Cevriye Ceyaa KOLAYLI
Destek Hizmetleri Bagkam Halk Saghgi Uzmam
I&r. Han{gj()[l't]RK . 4 Ahmet AYDIN
Kamu Hastaneleri Hizmetleri Bagkan Yrd. -’ Sube Miidiirii
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