T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SERUM ANDROSTENEDION OLCUMUNDE IMMUNOASSAY
VE SIVI KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE
SPEKTROMETRE (LC-MS/MS) METODLARININ
KARSILASTIRILMASI

Kamile YUCEL

DOKTORA TEZi

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

Tez Danismani

Prof. Dr. Ali UNLU

KONYA-2016



T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SERUM ANDROSTENEDION OLCUMUNDE IMMUNOASSAY
VE SIVI KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE
SPEKTROMETRE (LC-MS/MS) METODLARININ
KARSILASTIRILMASI

Kamile YUCEL

DOKTORA TEZi

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

Tez Danismani

Prof. Dr. Ali UNLU

KONYA-2016



T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SERUM ANDROSTENEDION OLCUMUNDE IMMUNOASSAY
VE SIVI KROMATOGRAFI-TANDEM KUTLE
SPEKTROMETRE (LC-MS/MS) METODLARININ
KARSILASTIRILMASI

Kamile YUCEL

DOKTORA TEZIi

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

Tez Danismani

Prof. Dr. Ali UNLU

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri Koordinatdrliigii

tarafindan 13202041 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA-2016



S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne

Kamile YUCEL tarafindan savunulan bu caligma, jiirimiz tarafindan Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak oy birligi / oy
coklugu ile kabul edilmistir.

Jiiri Bagkan1 (Danisman)  Prof. Dr. Ali UNLU Imza
Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi

Uye Dog. Dr. Hiisamettin VATANSEV Imza
Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi

Uye: Dog. Dr. Bahadir OZTURK Imza
Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi

Uye: Dog. Dr. Aysun TOKER Imza

Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi

Uye: Dog. Dr. Said Sami ERDEM Imza
Saglik Bilimleri Universitesi

Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi

ONAY:

Bu tez, Selguk Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Y&netmenligi’nin
ilgili maddeleri uyarmca yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve
Enstitii Yonetim Kurulu ............... tarth ve .................. sayilt karartyla kabul

edilmigtir.

Prof. Dr. Hasan Hiiseyin DONMEZ

Enstiti Mudira



ONSOZ ve TESEKKUR

Egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki degerleri ile de
ornek edindigim, tecriibeleri, yol gostericiligi ve ayrica tecriibelerinden
yararlanirken gostermis oldugu hosgérii ve sabirdan dolay1, Selguk Universitesi T1p
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkani ve tez danismanim Prof. Dr. Ali
UNLU hocama egitim siirecimdeki katkilar1 ve tez ddnemindeki yardimlari i¢in ¢ok

tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamin her aninda bilgisine basvurdugum, Yrd. Dog¢. Dr. Sedat
ABUSOGLU hocama egitim siirecimdeki katkilar1 ve tez dénemindeki yardimlari,
yol gostericiligi i¢in tesekkiir ederim.

Boliimiimiiz hocalarindan Dog¢. Dr. Hiisamettin VATANSEV, Do¢. Dr.

Bahadir OZTURK, Dog¢. Dr. Esma MENEVSE ve Dog¢. Dr. Abdullah
SIVRIKAYAya, egitim siirecimdeki katkilarmdan dolay1 tessekkiir ederim.

Laboratuvarimizda birlikte g¢alistigim Oguzhan TOK, Birgiil YESILYURT
YALCIN ve Hatice Miige SAMANCI arkadaslarima ¢aligmalarimdaki katkilar1 i¢in

tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan aileme de tesekkiirii borg bilirim.



ICINDEKILER

ONSOZ ve TESEKKUR........c.coiiviiieieiieeeeceeeeeteeeeeeeee et i
ICINDEKILER .......cooiiuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et il
SIMGELER ve KISALTMALAR .......cooviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e \%
OZET oottt vii
SUMMARY .ttt e ettt e et e et e et e e enaeeeeaneeas ix
CIZELGELER DIZINT ......oooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Xi
SEKILLER DIZINI .....ooviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e xii
1. GIRIS VE AMAGC .uuoeeeerrerererencncsesssessssesesessssssessssssesessassssssssasssssssssssessasasesens 1
2. GENEL BILGILER ......cuciiiminincncnencncncncsensnssssssssssssssssssssssssssssssssssens 4
2.1. Adrenal korteks hormonlart ............ceoooiiiiiiiiiiiiiien 4
2.1.1. Giris ve biyomedikal Onemi ...........c.eeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeerciiieeee e e 4

2.1.2. Adrenal korteks hormonlari ve Sentezi ...........c.uevveeeeeeeeniciniieeeeeeeeennns 5

2.1.3. Adrenal Steroidlerin Metabolizmasi.........cueeeeiiiiiiiiniiiiciiniiiceee, 10

2.2, AnAroSteNeAION ......ccooiiiiiiiiiiiiie et 10
2.2.1. Androstenedion Referans Araliklart...........ccccoeveeeiienniiiiiiiineeeees 11

2.2.2. Androstenedion Klinik Onemi ve Iliskili Hastaliklar.......................... 12

2.3. Metot ValidaSYONU .....cceeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeciiiieee e e e e e e e e e e e e e e eeaaaneeeeeeeeas 16
2.3.1. DOZIuluk (ACCUTACY) ..vvvvieeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiieee e e e e e e e e eeirrreeeeeeeeeennees 17

2.3.2. Dogrusallik (LIN@ATIte)........ccevrrurrrrriereeeerriiiiiiieeeeeeeeeeiiireeeeeeeeeennens 18

2.3.3. Analitik Olgim Limitleri........c.ooveeivieeeeeeeeeee e 18

2.3.4. Tekrarlanabilirlik (PreciSion) ............ceeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeesiiiieeeee e e e 18

2.3.5. Analitik Duyarlilik (Analitik Sensitive)........cccvvveeeeeeerniiiiiieeeeeeeeeees 19

2.3.6. Analitik Ozgiilliik (Analitik SpesifikliK).............ccoovevereierrrereceenenenes 19

2.3.7. Ger1 Elde (RECOVETY) ..vvviiiieeeeiiiiiiiiieee e ettt e e eieee e e e e e e 19

2.3.8. INLEIEraNS.......cvieeveeeececeeeeeeeeeeeeeeee e 19

2.3.9. TaSImMa (CaITY=0VEI)....uuviieeeeeeiiiiiriieeeeeeeeesaierraeeeeeeeeesssnnrsereeeeesessnnnns 19
2.3.10. MAtriKs €tKIST ..cevuvvreeeiiiiiiiiiiiiiiee e 20
2.3.11. Referans Aralik Dogrulama.............cccceevviiiiiiiiiiieeeeiiiiieeeee e 20

1



2.3.12. Yontem Karsilastirma ... 20

3. GEREC Ve YONTEM....uuoueriuererererenereresssnssesesessssesesssssesssssssesssssesessasssesessass 21
3.1. Kullanilan cihazlar, kimyasallar ve Kitler.............ccccvveeeeeieiniiiiiiiieeeeeeees 21
3. 1.1 CHhazZIar e 21
3.1.2. Kimyasallar ..........ovviiiiiiiieiiiieeee et e 21
B30 KILET e 22

3.2. Analiz YONteMICTT ..cooiiiiiiiiiiiiiieiicee e 22
3.2.1. ELISA Calisma Prensibi.......cccoooeeeiiiiiiiiiiieeeceeeceeceeeceeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.2.2. Immunoassay Calisma Prensibi.............ccccocvvvevieveieeeieeeeeeeeeeeeeennnn, 23
3.2.3. LC-MS/MS Calisma Prensibi.......cccoeeeeeeeiiiieieeeiieeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 23

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ..............ceuvevviviiiiiiieiiiiiiiieiieeieieeeneeaenens 27
3.3.1. BSA Hazirlanmast .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 27
3.3.2. Standart Hazirlanmasi.............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiccce e 27
3.3.3. 11-Deoksikortizol-D5 Internal Standart Hazirlanmasi ........................ 28
3.3.4. Mobil Faz HazirlaniS1 ........ccooeeeeeeeiiiiieieeeeceeeeeceeeeeeeecceeeeeeeeeeeeee e 28
3.3.5. Steroid Free Serum (SFS) Hazirlanisi.......cceeevveeeeeiiiiiiiiieeeeeeeee, 28

3.4. LC-MS/MS Metot Validasyon Parametreleri ..........cccceeeeeeeeiiiiiiiiineeeeeeene, 29
3.4.1. Dogrusallik (LIN€Arite)........ccuvvvrrereeeeriiiiiiiiiieeeeeeesiireeeeeeee e e 29
3.4.2. Analitik OIgimM LIMItIeri.......cvevieveeeeeeeeee oo 29
3.4.3. Tekrarlanabilirlik (PreciSion) ..........coeveviciiiiiieeeeeeriiiiiieeeeeeeeeeeveeee 29
3.4.4. Geri Elde (RECOVETY) .ooviiiiiiiiiiiiieee et 29
3.4.5. INLEITETANS ......ovvieeeeeeeieeeeeeeceeeeee et 30
3.4.6. TaSiMa (CaITYOVET) ...eeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeesieirreeeeeeeeeesnnnnrereeeeeseessnsnssneees 31
3.4.7. Matriks EEKIST ..oouvveeiiiiiiiiiiiiii e 31
3.4.8. Referans Aralik Dogrulama.............ccooeeiiiiiiiieeeeiniiiiiieee e, 32
3.4.9. Numune Stabilitesi.........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiice e 32
3.4.10. Dondurma ve C6zmenin Etkisinin Belirlenmesi................cccoeennnnnn.. 32

3.5. Itatistiksel ANANIZ .........coeevevevieieeereeieeeeeeeeceee e 32
4. BULGULAR......cuutiiitriiietncsetscsnticsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 34
4.1. Metot Validasyonu Bulgulari..........cccceeeeciiiiiiiiiiniiiiieeeeeeeeeee e 34
4.1.1. Linearite ¢aliSmasi.............cccoeeiiiiii 34



4.1.2. Analitik ol¢tim limitleri...................... 35

4.1.3. Tekrarlanabilirlik (PreciSion) ...........ccceeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeee e 37
4.1.4. Geri elde (RECOVETY) ...uuiiiiiieeiiiiiiiiiieee e eeeiieeee e e eirree e e e e e e e 42
4.1.5. INEEITETANS.......ovieeveeeeieceeeeeeeeeeeeeeee e 43
4.1.6. TaSIMA (CAITYOVET) ...uuvrrrieeeeeeeiiiriiieeeeeeeeesairieeeeeeeseesssnnnsereeeeesessnnnes 48
4.1.7. MatriKs @tKIST..cooiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 49
4.1.8. Referans Aralik Dogrulama............ccccceeeviiiiiiiiiiiiieeeeeiieeee e, 50
4.1.9. Numune Stabilitesi......coouureiiiriiiiiiiiiiiiiee e 51
4.1.10. Dondurma ve C6zmenin Etkisinin Belirlenmesi.............ccccceeeennnee. 52
4.2. LC-MS/MS, RIA ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmast ...........ccccceeeeee..... 52
4.2.1. LC-MS/MS ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmast...........ccccccc........ 53
4.2.2. LC-MS/MS ve RIA Yontemlerinin Kiyaslanmasi ...........ccccceeeeennnee. 57
4.2.3. RIA ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmasi............ooooccvvvieeeeeeennnnn. 60

4.2.4. LC-MS/MS, ELISA ve RIA Metodlarmm ROC Istatistigi Ile
Kiyaslanmast...........eeeeeeiiiiiiiiiiieeee e 64
4.2.5. SPSS Istatistik SONUGIAIT..........coveuieeieeieeeee e 68
5. TARTISMAL....uuuueiiieiiinnenisneisssnencsssisssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 70
6. SONUC VE ONERILER .....uooveuiirerircerreresenenesesesssesessssssesessssssssesssssesessasanes 74
KAYNAKLAR .cccoiiiieiiiseincnetscsatissssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 75
| 0 L ) 82
EK A: Etik Kurul Raport.....ccooeeiiiiiiiiiieeeeeee et 82
OZGECMIS cveeerreneerereseesesesessssesesessssssessssssssessssssesesssssessssasssssessassessssasases 83

v



Kisaltmalar
ACTH:
AR:
BHSD:
BSA:
CBG:
CLSI:
CRF:
CV:
DHEA:
DOC:
ELISA:
ESI:
FSH:
GC:
GC-MS:
GNRH:
HPLC:
KAH:
LH:
LC-MS:
LOB:
LOD:
LOQ:
MRM:
PBS:
PKOS:
RNA:
RIA:
SD:
SHBG:

SIMGELER ve KISALTMALAR

Adrenokortikotropik hormon

Androjen reseptorii

Beta hidroksisteroid dehidrogenaz
Bovin serum albiimin

Kortizol baglayici globiilin

Clinical laboratory standard institute
Kortikotropin saliverici faktor
Coefficient of variation
Dehidroepiandrosteron
Deoksikortikosteron

Enzyme-linked immunosorbent assay
Elektro Sprey Iyonizasyon

Folikiil stiimiile edici hormon

Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi
Gonadotropin releasing hormon

Yiiksek performansh sivi kromatografisi
Konjenital adrenal hiperplazi
Luteinlestirici hormon

Stvi kromatografisi- kiitle spektrometresi
Limit of blank

Limit of detection

Limit of quantitation
Multiple-reaction-monitoring

Standart fosfat tamponu

Polikistik over sendromu

Riboniikleik asit

Radio immunoassay

Standart sapma

Seks hormon baglayici globiilin



VKI:
Simgeler
N,:
NaCl:

NaH2P04:
NazHPO4:

NaOH:
ppb:
ppm:

Viicut kitle indeksi

Azot

Sodyum kloriir
Monosodyum fosfat
Disodyum fosfat
Sodyum hidroksit
Parts per billion

Parts per million

vi



OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Serum Androstenedion Olciimiinde Immunoassay ve Sivi Kromatografi-

Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) Metodlarinin Karsilastirilmasi

Kamile YUCEL
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2016

Adrenal bez, tireme ¢agidaki ve menapoz donemindeki kadinlarda androjen ve androjen
kaynakli hormonlarin major kaynagidir. Androstenedionun asir1 iiretimi adrenal steroid biyosentez
eksikliginden, adrenal ve over kdkenli tiimérlerden, polikistik over sendromundan, androjenlere karst
artan periferal duyarliliktan ve iiretiminden kaynaklanabilir. flaveten LC-MS/MS gibi dogru hassas
steroid dlgiim yontemi gelistirmek kompleks bilesikleri ayirabilir ve tek numuneden ¢oklu steroidlerin
ayriminda kullanilabilir.

Bu ¢alismada CLSI kurallarina gére yeni likid kromatografi tandem mass kiitle spektrometre
metodu gelistirildi. Gelistirilen bu metod enzim linked immunoassay (ELISA) ve radioimmuno assay
(RIA) metodlariyla mukayese edildi.

Metod validasyon parametreleri i¢inde linearite, analitik 6lglim limitleri, tekrarlanabilirlik,
gerielde, interferans, tagima, referans aralik dogrulama, numune stabilitesi, matriks etkisi ve dondurma
¢dzmenin etkisi ¢aligmalar1 yapilmustir.

Androstenedion 50 ng/mL ye kadar lineer bulunmustur. Kantitasyon limiti 0,195 ng/mL,
deteksiyon limiti 0,097 ng/mL dir. Bu metod steroid hormonlarin interferansindan ve matriks
etkisiden etkilenmemektedir. Tagima c¢alismasi i¢in diisiik konsantrasyonlu numuneler, yiiksek
kosantrasyonlu numunelerin 6niine ve arkasina sirastyla dizilip 6l¢iim yapildi. Gruplarin ortalamalar1
ve standart sapmalar1 hesaplandi. Bu ¢aligmada elde edilen tasima degeri 0,026 ng/mL olarak
bulundu. Androstenedion i¢in herhangi bir tagima etkisine rastlanmadi. Androstenedion interferans
¢alismasinin sonuglari izin verilen % bias sinirlar1 i¢indeydi ayrica geri elde yiizdesi de % 88,7 olarak
bulundu. Yapilan LC-MS/MS metodu CLSI metod validasyon kurallarina gore kabul edilebilir
bulunmutur.

LC-MS/MS ve ELISA karsilastirma ¢alismasinda slope degeri 18,412, intercept -22,87 ve r°
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degeri 0,1033 olarak bulunmustur. LC-MS/MS ve RIA karsilastirma ¢alismasinda slope degeri 1,085,
intercept 0,4541 ve r* degeri 0,3712 olarak bulunmustur. RIA ve ELISA karsilastirma ¢alismasinda
slope degeri 9,57, intercept -15,5 ve r* degeri 0,19 olarak bulunmustur.

Karsilastirma c¢alismalari, kromatografik metodla androstenedion o6lgiimiiniin daha dogru
sonuglar verdigini gostermistir. Polikistik over sendromlu hastalarda kromatografik metodlar immuno
assaylarla kiyaslandiginda daha iyi tani ve teshis saglamaktadir.

Bu yontemle, LC-MS/MS ile androstenedionun dogru, giivenilir ve hassas Ol¢limii
gercekletirildi. Elde ettigimiz kalibrasyon egrileri verileri bu yontemin rutinde kullanilabilir oldugunu
gOstermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Androstenedion, LC-MS/MS, immunoassay, metot validasyonu
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SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
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Comparison of Immunoassay and Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) Methods in the Measurement of Serum

Androstenedione Levels

Kamile YUCEL
Department of Medical Biochemistry

PhD THESIS/ KONYA-2016

Adrenal glands are the major source of androgens and androgen hormones in reproductive-
age and postmenopausal women. Androstenedione is produced in large vast by both the adrenal
glands and gonads. Overproduction of androstenedione can be caused by the lack of adrenal steroid
biosynthesis, tumors of ovarian and adrenal origin, polycystic ovarian syndrome, increased peripheral
sensitivity to androgens, and increased peripheral production of androgens. In addition to improved
accuracy and sensitivity for steroid measurements, liquid chromatography tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) can distinguish compounds and can therefore be used to quantify multiplesteroids from
one sample.

In this study, a new liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method
was developed according to CLSI rules. The developed method was compared with two immunoassay
methods which are enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and radioimmunoassay (RIA).

Linearity, determination of limit of detection and limit of quantification, repeatability,
recovery, interference, carry over, reference internal verification, carry over, sensitivity, specificity,
stability of samples, effect of matrix, freezing-thawing studies were done within a context of method
validation.

The androstenedione assay was linear up to 50 ng/mL. Lower limit of quantitation and lower
limit of detection were 0.195 ng/mL and 0.097 ng/mL , respectively. This method was not affected by
matrix effect and other steroid hormones interferences. For caryyover studies, low concentrations
samples was sequentially injected before and after placing at high concentration samples. Averages
and standart deviations of the group were calculated. In this study, the obtained carryover value was

determined as 0.026 ng/mL . No significant carryover was obtained for androstenedione. According to
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results of interference study androstenedione bias % did not exceed the limit of allowable bias % and
88,7 % recovery was acquired for androstenedione. LC-MS/MS method was found acceptable in
evaluation of performance according to acceptable rules of method determined by CLSI.

Method comparison between LC-MS/MS and ELISA was found slope value 18,412,
intercept value -22,87 and r* value 0,1033. Method comporison between LC-MS/MS and RIA was
found slope value 1,085, intercept value 0,4541 and  value 0,3712. Method comparison between
RIA and ELISA was found slope value 9,57, intercept value -15,5 and  value 0,19.

Comparative studies show that chromatographic methods measure amount of
androstenedione more correctly. Chromatographic methods provide better diagnostic value for
diagnosis of polycystic ovary syndrome compared to immunoassay methods.

By this method, accurate, reliable and sensitive measurement of androstenedione was
analyzed with LC-MS/MS system. Data from calibration curves reveal that this method can be used in
routine procedure.

KEYWORDS: Androstenedione, LC-MS/MS, method validation, immunoassay
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1. GIRIS VE AMAC

Adrenal bez bobregin hemen iizerinde, korteks ve medulla tabakalarindan
olusur. Agirliginin % 90’m1 olusturan adrenal korteks, distan ige dogru, zona
glomerulosa, zona fasikiilata ve zona retikiilaris olmak tizere 3 zondan olusur. Zona
glomerulosa aldosteron yapimindan sorumlu iken, zona fasikiilata ve zona retikiilaris
kortizol ve androjen iretir (Xing ve ark 2011). Tiim adrenal steroidlerin sentezi
kolesterol ile baslar. Androjenler 19 karbonlu steroid hormonlardir. Hem erkek
ikincil seks karakterlerinin gelismesi ve siirdiiriilmesinde hem de Gstrojen icin
prekiirsor olarak gorev alir. Fiziksel mental stresle miktarlar1 degisebilmektedir
(Zhang ve ark 2012, Rege ve ark 2013). Androjenlerin baglicas1 androstenedion,
dehidroepiandrosteron, dehidroepiandrosteron siilfat, testosterondur, zona fasikiilata
ve zona retikiilariste dnemli konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Swellam ve ark
2013). Overde ise androjenler stroma, teka ve granulosa hiicrelerinden salgilanirlar.
Androjenik etkiyi belirleyen temel mekanizmalar dolagimdaki androjen seviyesi,
androjen baglayan proteinlerin miktar1 ve androjenlerin Ostrojene aromatizasyonla
cevrimidir (Ghosh ve ark 2011). Androjenler insan fizyolojisinde ©nemli rol
oynamakla birlikte, bircok hastaligin tanisinda onemli belirtecdir (Audet ve ark
2011).

Androstenedion adrenal korteks ve gonadlar tarafindan dehidroepiandrostene-
diondan sentezlenen, daha sonra 17 B-hidroksisteroid enzimi tarafindan testosterona
ya da aromataz enzimiyle Ostrona doniistiiriilen, kadin ve erkek seks karakterlerinin
gelisiminde 6nemli bir prekiirsor olan steroid hormondur (Kulle ve ark 2010). Asir1
androstenedion iiretimi hirsutizm ve virilizasyona, polikistik over sendromuna sebep
olabilmektedir. Prevalans1 % 6-7 arasinda, yaygin bir endokrin hastalik olan polikis-
tik over sendromlu kadmlarla yapilan calismada ¢ogunda androstenedion
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Cinar ve ark 2012). Androstenedion seviyelerinin
pasif sigara igiciliginde, meme kanseri olgularinda da seviyesinin arttig1
bilinmektedir (Soldin ve ark 2011).

Cogu epidemiyolojik ¢alismada serum androjen seviyelerini belirlemek icin
yaygin olarak immunoassaya dayali metotlar kullanilmistr. Immunoassay
yontemlerde standardizasyon tam olarak saglanamamaktadir (Garrido ve ark 2012).
Bu yontemlerin kendi icerisindeki metodolojik farkliliklar1 ve kullanilan kitlerin

farkli olmas1 6lglim sonuglarini etkilemektedir. Bu etkilere baglh olarak deteksiyon
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limitleri ve referans araliklar1i da standardize edilememistir. Immunoassay
yontemlerde yetersiz antikor spesifitesi ve molekiiler izotoplarin ayrimimnin tam
yapilamamasit sorunu da ¢oziime kavusamamistir. Ayrica her bir steroid molekiilii
icin ayr1 analiz yapma zorunlulugu da analizlerin daha pahali olmasmna neden
olmaktadir (Minutti ve ark 2004, Stepman ve ark 2011). Yakin zamana kadar
steroidlerin analizinde immunoassay yontemlere iyi bir alternatif olarak gaz
kromotografi-kiitle  spektrometri (GC-MS) yontemi altin standart olarak
goriilmiistiir. GC-MS, immunoassaylarin aksine tek seferde cok sayida maddenin
analizini yapma imkanmi saglamaktadir. Ancak GC-MS’ in tiirevlendirme ve analiz
islemlerinin  ¢ok zaman almasi, bu metodun rutin amac¢h kulanilmasini
zorlastirmaktadir (Hsing 2007, Annesley 2009). RIA ise heterojen bir immiino
Olglimdiir ve bu Ol¢lim antijen-antikor reaksiyonunun 6zgiilliigiinii ve radyoaktif
materyalin Ol¢limiinden kaynaklanan duyarhiligin avantajlarin1  kullanir. Acak
isaretleyici olarak radyoaktif madde kullanma, radyoaktif atiklarin olusmasi ve
otomatize cihazlara ulagsma zorlugu bu yontemin kullanimini smirlandirmaktadir
(Colosi ve ark 2009, Keelan ve ark 2012). Son yillarda sivi kromatografi—kiitle
spektrometri (LC-MS/MS) klinik steroidlerin analizinde 6nemli bir yer tutmaya
balamistir (Annesley 2008). Yontem, kullanilan immunassay yonteme alternatif bir
teknik olarak onerilmekte ve bu yontemin duyarlilik ve 6zgiinliigiiniin bircok analit
icin yiikksek oldugu belirtilmektedir. LC-MS/MS; rutin kullanim i¢in pratiklik,
duyarhlik, 6zgiilliik, kisa slirede sonu¢ verme ve tek seferde ¢ok sayida analitin
sonucunu verbilme 6zelligine sahip olmasiyla diger yontemlere gore biiyiik avantaj
saglamatadir (Annesley 2003, Khajuria ve ark 2007). Ayrica immiinoassay temelli
metodlarda androstenedion molekiiliiniin metabolitinin de Odlgiimlerde interferans
olusturmasi nedeniyle kiitle spektrofotometre dl¢timleri daha avantajli goriilmektedir
(Richard ve ark 2010).

Serum androjen seviyelerinin belirlenmesi steroid metabolizmasiyla ilgili
hastaliklarin teshis ve tedavi siirecinde son derece dnemlidir. Bu steroid diizeylerinin
spesifik ve hassas metodlarla 6l¢iilmesi tanisal dogrulugu etkilemektedir. Rutin olrak
kullanilan metodlar genellikle ELISA ve RIA metodlaridir. Immiinoassay temelli
calismalarda antikor spesifitesindeki yetersizlikler testlerin  giivenilirligini
sinirlamaktadir. (Faupel-Badger ve ark 2010, Naessen ve ark 2010). Calismamizda

analiz siiresinin kisaltilmas1 hassasiyet ve giivenilirligin arttirilmasi (Annesley 2009,
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Fanelli ve ark 2011) amaciyla serum androstenedion diizeylerinin 6l¢iimiinde LC-
MS/MS cihazinda yeni bir 6l¢iim metodu gelistirip rutin Ol¢iimlerde kullanmayi
amagcladik.

Bu calismada LC-MS/MS yontemi ile serum androstenedion testi i¢in metot
gelistirme calismast ve bu yontemin ELISA ve RIA immiinoassay yontemleriyle

kiyaslamasi1 yapilmaistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Adrenal korteks hormonlari

2.1.1. Giris ve biyomedikal 6nemi

Bobrek iistii bezleri, yasam i¢in zorunlu olan ve organizmanin genel fizyolojk
diizenini saglamada is goren, insanda onbirinci torakal vertebralar hizasinda,
retroperitoneal olarak her bir bobregin {ist kutbunun hafif i¢ tarafina yerlesmis bir ¢ift
endokrin organdir. Adrenal bezler piramit seklindedir ve yaklasik 2-3 cm genisligide,
4-6 cm uzunlugundadir. Toplam agirliklar1 insanda 8-15 gr. arasinda degisir ve sol

bobrekiistii bezi sagdakinden daha agirdir (Xing ve ark 2011).

Fonksiyonel, histolojik ve embriyolojik agidan birbirlerinden tamamen farkli
korteks ve medulla boliimlerinden olusan bdbrek {istii bezinden fizyolojik etkileri

farkli hormonlar salgilanmaktadir (Gallo 2016).

Adrenal medulla, akut ve kronik stres yaratan durumlarda (egzersiz,
hipoglisemi, korku, soguk vs.) kana ¢ok fazla katekolamin salgilanir. Bu sebeple
adrenal medulla, acil durumlarda kullanilan bir organ olarak kabul edilebilir (Guyton

2007).

Adrenal kortekste az bir kismi1 hormonal aktiviteye sahip, birbirinden farkl
yapilarda 50 kadar steroid sentez edilmektedir. Hayati 6nem tasiyan ve hormonal
aktivite gosteren steroidler glukokortikoidler, mineralokortikoidler ve adrenal andro-

jenlerdir (Lois ve ark 2014).
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Sekil 2.1. Steroid sentez basamaklar1 (www.humpath.com/spip.php?article14158).

2.1.2. Adrenal korteks hormonlari ve sentezi

Adrenal korteksin farkli bolgelerinde degisik enzimlerin bulunmasi nedeniyle
farkli spesifik hormonlar sentez edilmektedir. Adrenal kortekste kapsiiliin hemen
altindaki bolge olan zona glomerulosada en dnemli mineralokortikoid olan aldos-
teron sentez edilmektedir. Adrenal korteksin diger boliimleri olan zona fasikiilata ve

zona retikiilariste glukokortikoidler ile androjenler iiretilir (Xing ve ark 2011).

Adrenal korteks tarafindan iiretilen hormonlarin 6nciilii kolesteroldiir. Baslagic
maddesi kolesterol olan steroidogenezde gorev alan enzimler, mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunmaktadir. Adrenal korteksin her tabakasindaki aktif
kortikosteroid sentezi sirasinda kolesterol molekiilii steroidogenez adi verilen bir dizi
degisiklige ugramaktadir. Kolesterol, 5 ve 6 karbonu arasinda bir ¢ift bag ve 17.
pozisyonunda bir sekiz karbonlu alifatik yan grup ihtiva eder (Summers ve ark
2014). Normal kosullarda steroid sentezinde kullanilan kolesteroliin biiyiik bir kismi
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plazma kolesterol esterlerinden elde edilmektedir. Adrenal bez, adrenokortikotropik
hormon (ACTH) tarafindan uyarildiginda aktif hale gecen kolesterol esterazlar,

steroid sentezinde kullanilan kolesterolii a¢iga ¢ikarmaktadir (Imrich ve ark 2014).

Kolesterolden pregnenolon olusumu steroid biyosentezindeki ilk ve hiz
kisitlayici basamaktir. Tepkimede kolesteroliin yan zinciri, sitokrom Pyso yan zincir
ayrran enzimin katalitik etkisi ile ayrilir ve 27 karbonlu kolesterolden 21 karbonlu

pregnenolon meydana gelmektedir (Mula-Abed ve ark 2014).
Mineralokortikoidler

Zona glomeriilosada sentez edilen mineralokortikoidlerin en etkilisi aldoste-
rondur. Mineralokortikoid aktivitesi olan diger bilesikler, 11-deoksikortikosteron,

kortikosteron ve kortizoldiir(Ferrari 2010).
Mineralokortikoidlerin sentezi ve tasinmasi

Aldosteron  sentezinin  i1lk  asamasinda  mitokondride = pregnenolon
sentezlenmektedir. Pregnenolon 3-beta-hidroksisteroid dehidrogenaz (33 -OHSD) ve
A>* izomerazmn katalitik etkisi ile progesterona doniistiiriilmektedir. Progesteron 21.
karbonunda hidroksillenerek aktif Na' tutucu bilesik olan 11-deoksikortikosteron
(DOC) olusmaktadir. Bundan sonraki asamada, mitokondride 11B-hidroksilazin
katalitik etkisi ile kortikosteron elde edilmektedir. Daha sonra 18-hidroksilaz ve 18-
hidroksidehidrogenazin etkisi ile aldosteron olugsmaktadir. 18-hidroksidehidrogenaz
sadece zona glomerulosa hiicrelerinde bulundugu icin aldosteron sentezi, sadece bu

bolgede ger¢eklesmektedir (Ikushiro ve ark 1992, Ferrari 2010).

En gii¢lii dogal mineraokortikoid olan aldosteron 6zgiil bir plazma tasiyici
proteine sahip degilse de albiiminle ¢ok zayif bir birlik olusturur. (Adams ve ark

2015).
Mineralokortikoidlerin regiilasyonu ve fonksiyonu

Zona glomerulosada sentez edilen aldosteronun salgilanmasi fizyolojik
kosullarda ekstraselliiler sividaki potasyum konsantrasyonu ve renin-anjiotensin
sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Ekstraselliiller sivida bulunan potasyum
iyonlari, aldosteron sentezinin son basamaginda etkili olan ve zona glomeriilosaya
O0zgii potasyuma duyarli 18-hidroksidehidrogenazin aktivitesini diizenleyerek,

aldosteron sentezini dogrudan etkilemektedir. Bir asit proteaz olan renin, bobregin
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jukstaglomertiler hiicrelerinde sentez edilen anjiotensinojenden hidroliz ile
anjiotensin I olusumunu saglamaktadir. Anjiotensin I, dogrudan zona glomeriilosay1
etkileyen ve giiglii bir vazoaktif madde olan anjiotensin II ye c¢evrilmektedir.
Anjiotensi I, kolesterolden pregnenolon olusumu ile 18-hidroksilaz ve 18-
hidroksidehidrogenazin  etkili oldugu tepkimeleri hizlandirarak aldosteron

saliverilmesini uyarmaktadir (Spat ve ark 2016).
Glukokortikoidler

Glukokortikoidlerin en etkilisi olan kortizol, 17 o-hidroksilaz enziminin
bulundugu zona fasikiilata ve az bir kismu da zona retikiilariste sentez edilmektedir.

Metaboliti olan kortizon ikinci derecede 6nemlidir.
Glukokortikoidlerin sentezi ve tasinmasi

Insanda en etkili glukokortikoid olan kortizol, pregnenolondan sentez
edilmektedir.  3p-hidroksioksidasyon  sonrasinda olusan ¢ift bagm A™*
izomerizasyonu ve sirast ile 17., 21., ve 11. karbonlarm hidroksilasyonu ile kortizol

olusmaktadir.

Kortizol plazmada proteine bagli ve serbest sekilde bulunur. Ana plazma
baglayici protein transkortin veya CBG dir. Plazma kortizol diizeyi normal sinirlar
icindeyken hormonun ¢ogu CBG tarafindan baglanir. Cok daha az miktarda kortizol
albiimine baglanarak tasmir (Ozbek 1996).

Glukokortikoidlerin regiilasyonu ve fonksiyonu

Kortizoliin sentez edilmesi ve salgilanmasi, hipotalamik kortikotropin saliverici
faktor (CRF) ve kontrolii altindaki ACTH tarafindan diizenlenmektedir. Hedef
organda sentezlenip saliverilen kortizol ise bunlarin saliverilisini negatif geri
beslenme ile durdurmaktadir. ACTH, adrenal kortikal steroid sentezini, kolesteroliin
adrenal kortikal hiicrelere alinisini, depolanmis kolesterol esterlerinin hidrolizini ve
kolesteroliin yan zincirinin koparilmast sonucunda pregnenolon olusumunu
hizlandirarak etkilemektedir. Buna bagl olarak zona fasikiilatada temel steroidlerden
kortizol ve kortikosteron olusumu, zona retikiilariste ise dehidroepiandrosteron
(DHEA) ve dehidroepiandrosteron siilfat (DHEA-SO,) gibi androjenlerin sentez hizi
artmaktadir (Friedrich ve ark 2008).



Temel glukokortikoid olan kortizol, glukoneogenez enzimlerinin sentezinin
hizin1 arttirarak kan glukoz konsantrasyonlarini hizla yiikseltir, glikojen sentazi
aktiflestirerek ve glikojen fosforilazin inhibisyonunu saglayarak karaciger glikojen
miktarmi arttirir ve hem kas hem de yag dokuda insiilin direnci olusturarak kan
glukoz seviyesini daha fazla yilikseltmektedirler. Kortizoliin hipersekresyonu veya
farmakolojik dozlar1; kas, bag dokusu, kemik ve deri gibi periferal dokularda protein

katabolizmasin artirirken, protein sentezini azaltmaktadir.

Bircok dokuda niikleik asit sentezini baskilayan kortizol, karacigerde RNA
sentezini uyarmaktadir. Fizyolojik diizeylerde anabolik etkili olan bu hormon

diizeylerinin artmasi ise katabolizmanin hizlanmasina sebep olmaktadir (Tietz 2006).

Konak¢inin savunma mekanizmasini etkileyen kortizol, anti-inflamatuvar ve
immunostipresif ~ etki  gostererek  hiicresel =~ immuniteyi = bozmaktadir.
Glukokortikoidler, bazofiller ve mast hiicrelerinin histamin {iretmesini inhibe ederek,
hipersensitiviteyi bastirmaktadir. Glukokortikoid diisiik dozlarda kisinin ruh halini
tyilestirebilir, ancak farmakolojik konsantrasyonlarda, psikoza neden olabilmektedir

(McGregor 2016).
Adrenal androjenler

Adrenal korteks kokenli baglica androjenler DHEA, DHEA-SO; ve

androstenediondur.
Adrenal androjenlerin sentezi ve tasinmasi

Adrenal korteks tarafindan sentezlenen androgenlerin onciil bilesigi DHEA dir.
DHEA’ ya siilfat (SO4) grubunun eklenmesi sonucunda olusan DHEA-SOj inaktiftir.
Yapidan stilfat grubunun ayrilmasiyla tekrar aktiflesebilmektedir. DHEA, bir prohor-
mondur ve bu prohormon 3B -OHSD ve A> izomerazn katalitik etkisi ile kendinden
cok daha aktif bir bilesik olan androstenediona ¢evrilmektedir. Adrenalde 17a-hid-
roksiprogesterona (17-OHP) 17,20-liyazin etkisi ile az miktarda androstenedion

olugsmaktadir (Van den Ouweland and Kema 2011).

Androstenedionun 17. karbonu indirgenerek en giiglii adrenal androjeni olan
testosteron sentez edilmektedir. Bu yolla adrenalde az miktarda testosteron meydana
gelmektedir. Adrenal androjenlerin sentezi mitokondri enzimleri gerektirmediginden

endoplazmik retikulumda tamamlanmaktadir (Guyton 2007).



Adrenal androjen sentezinin anatomik lokasizyonu hakkindaki tartigmalar
devam etmektedir. Geleneksel olarak, adrenal androjenlerin 6zellikle zona
retikiilarisde sentezlendigi bilinmektedir. Bununla birlikte, 17-hidroksilaz aktivitesi
daha once tarif edilmis, 17,20- liyaz (17,20-desmolaz) enzimatik aktivitesi, 17-
alfa-hidroksipregnenolonu DHEAya, 17-OHP’yi androstenediona doniistiirmektedir.
Bu nedenle androjenler teorik olarak, zona fasikiilata ve zona retikiilarisin her

ikisinin de i¢inde sentezlenebilir (Ferraldeschi ve ark 2013).

Adrenal korteksin ana {riinii adrenal androjenlerin toplam sentezi 20 ile 25
mg/glin’ii agmaktadir. Bir yetiskinde DHEA, DHEA-SO,, androstenedion ve
testosteronun sekresyon hizi sirasiyla 6-8 mg/giin, 8-16 mg/giin, 1,5 mg/giin, 0,05

mg/giindiir (Onat 20006).

Steroid hormonlar adrenal veya gonadlar gibi sentez edildikleri organlarda
depolanmadan plazmaya saliverilmektedir. Adrenal androjenler, DHEA, DHEA-SO4
ve androstenedion periferde testosterona doniiserek androjenik etkilerini gdsterirler
ve androjen reseptoriine (AR) baglanmaktadir (Labrie ve ark 2005, Shiraishi ve ark
2008).

Adrenal androjenlerin regiilasyonu ve fonksiyonu

Adrenal androjen sentezi ve  salgilanmasmin diizenlenmesi yeterince
anlasilamamistir. Bir hipofiz adrenal androjen-uyarici hormon veya kortikal
androjen-uyarict hormon varligi yillardir arastirilmasmna ragmen hala siiphelidir
(Imrich 2014). En 1iy1 karakterize edilmis androstendion ve DHEA sekresyon
diizenleyicisi ACTH’dir. Adrenal androjen konsantrasyonlarmin diiirnal ritmi
kortizol degisimleriyle paralellik gostermektedir. Bununla birlikte erkek ve kiz
cocuklarinda prepubertal ve pubertal adrenal androjen sentezindeki normal artis,
adrenal androjenlerin ACTH regiilasyonu ile agiklanamaz. Ciinkii ACTH miktar1
puberte Oncesi artmamaktadir. Kanitlar, zona retikiilarisin sempatik invervasyonun
bulunduguna ve adrenal androjen salgisin1 diizenledigine isaret etmektedir (Imrich ve

ark 2014).

Erkeklerde ikincil seks karakteristiklerini (killanma ve ses kalinlagsmasi gibi)
diizenleyen androjenler, kadinlarda virilizme sebep olmaktadir. Zayif androjen olan
DHEA ve androstenedion dokularda testosterona ¢evrilerek etkilerini gdstermektedir

(Kushnir ve ark 2010, Haring ve ark 2012).



2.1.3. Adrenal Steroidlerin Metabolizmasi

Steroidlerin inaktif hale getirilmesinde temel organ P50 enzim sistemleri
sebebiyle karacigerdir. Kortizoliin ve aldosteronun A halkasi indirgenmekte ve 3.
karbon atomundaki hidroksil grubu glukronik asitle ve az miktarda siilfat ile konjuge
edilmektedir. Kortizoliin temel metaboliti tetrahidrokortizol — 3-glukuronid,

aldosteronun temel metaboliti ise tetrahidroaldosteron 3-glukuroniddir (Onat 2006).

Androjenler ise 17-keto bilesikleri halinde atilir. Steroid hormonlarin atiliminin
icerdigi basamaklar; hidroksilasyon, dehidrojenasyon, ¢ift baglarin indirgenmesi ve
siilfat veya glukuronid gruplar1 ile konjugasyondur. Steroidlerin indirgenmesi ve
onlarin siilfat veya glukuronik asitlerle konjugasyonu, idrardaki ¢oziiniirliigiini
artrmakta, onlarin atilimmi hizlandirmaktadir. Konjuge steroidlerin yaklasik %

90’n1 bobrek tarafindan atilmaktadir (Blouin ve ark 2006).

2.2. Androstenedion

Steroid yapisinda, 19 karbonlu bir molekiil olan androstenedion, bobrekiistii
bezinde, testislerde ve overlerde bulunur. DHEA, 3p-OHSD ve A’* izomerazin
katalitik etkisi ile kendinden ¢ok daha etkin bir bilesik olan androstenediona
cevrilmektedir. Adrenalde 17a-hidroksiprogesterona 17,20-liyazin etkisi ile az
miktarda androstenedion olusmaktadir. Androstenedionun 17. karbonu indirgenerek
en gii¢lii adrenal androjeni olan testosteron sentez edilmektedir. Bu yolla adrenalde
az miktarda testosteron meydana gelmektedir (Leder ve ark 2000, Ferraldeschi ve ark

2013).

Sekil 2.2. Androstenedionun molekiiler yapisi

(https://en.wikipedia.org/wiki/Androstanedione).
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Steroidogenezin ilgili  kisimlarnda meydana gelen bozukluk, serum
androstenedion konsantrasyonunu etkiler. Adrenal kaynakli androstenedionun tiretimi
ACTH’1n kontrolii altindadir. Gonadal androstenedion {iretimi ise gonadotropinler

tarafindan kontrol edilir.

Androstenedion adrenal bez ve overler tarafindan yaklasik olarak ayni
miktarlarda iretilmektedir. Testosterondan daha az potenttir fakat asir1
konsantrasyonlarda androjenlerin biyolojik etkinligini gdsterir (Reilly and Crouch
2004). Kadmlarda androjen kaynagi adrenal korteks ve overdir. Genellikle,
androstenedion ve testosteron over androjen salgisinin; dehidroepiandrosteron siilfat
(DHEA-SO4) ise adrenal salgmin en iyi belirteci konumundadir. Adrenal bezler,
biiylik miktarda salgiladiklart DHEA-SO,’in yani sira androstenedion ve DHEA’ da
salgilamaktadirlar. Normal adrenal bezler tarafindan iiretilen testosteronun miktar1

ise oldukca azdir (Nishii ve ark 2012, Botelho ve ark 2013, Hadrup ve ark 2013).

Androstenedion ve DHEA’nin androjenik aktivitesi hemen hemen yoktur,
ancak dokular tarafindan biyolojik olarak aktif testosterona doniistiirtilebilirler;
androstenedionun yaklasik 95’1, DHEA’ninsa daha az bir kismi aktif hale
dontstiiriilmektedir (Miller ve ark 2001, Ford 2013). Bu sebeple, testosteronun
anormal artiglar1 genellikle kadinda neredeyse tamami ve erkekte 2/3°ti adrenal
korteks androjenlerine ait oldugu s6ylenmektedir (Friedrich ve ark 2008).

2.2.1. Androstenedion Referans Araliklar

Pediatrik:

Premature bebekler

26-28 haftalik: 4: 92-282 ng/dL

31-35 haftalik: 4: 80-446 ng/dL

Yeni dogan

1-7 giinliik: 20-290 ng/dL

1 ay-1 y1l: <69 ng/dL

Yetiskin:

Erkek: 40-150 ng/dL
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Kadimn: 30-200 ng/dL (Soldin ve ark 2003).

2.2.2. Androstenedion Klinik Onemi ve iliskili Hastaliklar

Klinik uygulamalarda konjenital adrenal hiperplazi, kadinlarda virilizasyon,
hirsutizm, PKOS gibi durumlarin teshis ve tedaviye alinan cevabin izlenmesi

amacityla kullanilir (Newell Fugate ve ark 2014).

Primer ve sekonder adrenal yetmezlik ve over yetmezliginde miktar1 azalirken
PKOS, hirsutizm, konjenital adrenal hiperplazi, cushing sendromu, ektopik ACTH
iireten malingniteler ve over timorlerinde miktar1 artar (Lacey ve ark 2004, Woolcott

ve ark 2010, Ryan ve ark 2014).

Androstenedion ve DHEA, kadmnlarda bulunan baslica androjenlerdir. Kendisi
zayif bir androjen olan androstenedion, normal bir kadinda, adrenal glandlardan ve
overlerden hemen hemen birbirine yakin miktarlarda iiretilir (Janse ve ark 2011).
Androstenedion, periferik dokularda testosteron ve dihidrotestosterona doniiserek
hirsutizm patogenezinde rol oynar. Hirsutizm vakalarmin yaklasik % 60 kadarinda
serum androstenedion konsantrasyonunun yiiksek bulundugu bildirilmektedir (Szulc
ve ark 2003, Panidis ve ark 2013). Ayn1 sekilde obez kadinlarda, androstenedionun
yag dokusunda Ostrojenlere doniisiimii endometrial hiperplaziden sorumlu olabilir

(Audet ve ark 2011, Stolzenberg-Solomon ve ark 2012).
Adrenal yetmezlik

Adrenal yetersizlik, hipotalamus hipofiz patolojileri sebebiyle, adrenal
korteksten glukokortikoid ve mineralokortikoidlerin sentezlenme ve salgilanma
kusurudur. Adrenal yetmezlik adrenal korteksin bizzat kendisinden kaynaklantyor ise
primer adrenal yetmezlik, ACTH eksikligi sonucu meydana gelmis ise sekonder

adrenal yetmezlik adin1 alir (Akga ve ark 2003).

Primer adrenal yetmezligin en yaygin nedeni otoimmiin adrenal hastalik,
sekonder adrenal yetmezligin en sik nedenleri ise eksojen glukokortikoid kullanimi

ve hipotalamik-hipofizer bolgenin tiimorleridir (Giinoz 2008).
Konjenital adrenal hiperplazi
Konjenital adrenal hiperplazi (KAH) adrenal korteksteki kortikosteroid

sentezinin olugsmasimi engelleyen, bu sebeple de adrenal bezlerde hiperplaziye yol
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acan bir grup otozomal resesif kalitimla ge¢en enzim eksikligidir. KAH yeni dogan
bebeklerde 1/10.000- 14.000 arasindaki siklikta goriiliir (Schreiner ve ark 2009,
Methline ve ark 2013).

Kortizol biosentez yolu ile ilgili enzimlerden birinde (kolesterol yan zincir yikim
enzimi, 3-beta-hidroksisteroid dehidrogenaz, 17-hidroksilaz, 21-hidroksilaz ve 11-
hidroksilaz) olusan bir defekt KAH olusumdan sorumludur. En sik goriilen enzim
defekti 21-hidroksilaz eksikligidir (Dudzinska ve ark 2014). 21- hidroksilaz
eksikliginde ACTH fazlalig1 ve kortizol biyosentezindeki metabolik blok, adrenal
adrojenler, DHEA, ve androstenedionun fazla iiretimi ile sonuglanir (Sarafoglou ve ark

2011).

Azalan kortizol sentezi sonucu hipotalamik-hipofizer diizeydeki azalan negatif
feedback etkiyle CRH / ACTH artar. Ozetle, yiikksek ACTH seviyeleri adrenal
hiperplaziye ve asir1 androjen iiretimine sebep olur (Mula-Abed ve ark 2013). Bu
asir1 Uiretim de dogum sonrasi virilizasyon, dis genital organlarda degisen derecelerde
hiperpigmentasyon, hizli biiylime, pubik killarin erken goriilmesi, epifizlerin erken
kapanmasi1 ve kisa eriskin boyu gibi bulgulara neden olmaktadir (Schreiner ve ark

2009, Sarafoglou ve ark 2011, Ferreira ve ark 2013) .
Polikistik over sendromu

PKOS; giinlimiizde geng iireme ¢agindaki kadinlarda siklikla goriilen ve sosyal
yasamu ileri derecede etkileyebilen, 6nceleri daha dar agidan degerlendirilmis ama
son zamanlarda daha ayrintili irdelendiginde tiim viicudu etkileyen multifaktoriyel ve
sistemik bir sendrom olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Genellikle adet diizensizligi,
tiiylenmede artis, akne, infertilite, obezite seklinde klinik semptomlar1 vardir, fakat
zamanla kardiyovaskiiler ve endokrin sistemi etkileyen uzun donem kotii sonuglari
olabilir. Belirti ve bulgular, kisilerde zamanla degisebildigi gibi bireyler arasinda da

farkliliklar gosterebilir (Gluszak ve ark 2012, Kruszynsa ve ark 2014).

PKOS’un ilk olarak 1935 yilinda Stein ve Leventhal adli bilim adamlar1
tarafindan tanimlandigir kabul edilir. Bu iki bilim adami yayinladiklar1 makalede;
asir1 tiiylenme, adet gérememe, gebe kalamama, asir1 kilo alma ve diger bazi
belirtilerden olusan bir sendrom olarak sunmuslar ve yumurtaliklarda ¢ok sayida
kistik olusumdan bahsetmiglerdir. PKOS reprodiiktif donemdeki kadinlarin % 5-10
unda goriilmektedir (Yildirim ve Memisogullar1 2011, Ak 2012).
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PKOS tam Kkriterleri

1990 National Institutes of Health (NIH) tam kriterleri
1. Kronik anovulasyon ve

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari
* Tan1 i¢in bu bulgular ayni anda bulunmasi gereklidir
2003 Rotterdam tani kriterleri

1. Oligo-anovulasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari
3. Polikistik overler

*Tani1 i¢in yukaridaki kriterlerden en az ikisinin saglanmas1 gereklidir
2006 Androgen Excess and PKOS Society tam kriterleri
1. Hiperandrojenizm (hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi)

2. Over disfonksiyonu (oligo-anovulasyon ve/veya polikistik over)

2009 Androgen Excess and PKOS Society tam kriterleri
1. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm

2. Over disfonksiyonu (ovulasyon bozuklugu ve/veya polikistik yumurtalik

morfolojisi)

* Tan1 i¢in yukaridaki iki kriterin ayn1 anda bulunmasi gereklidir

PKOS tanist icin kullanilan her ii¢ kriterin de gii¢lii yanlart ve sinirliliklart
bulunmaktadir. Su anda PKOS i¢in kullanilan gecerli kabul edilen tani kriterleri
hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal bulgu), oligo-ovulasyon (veya
anovulasyon) ve/veya polikistik over bulgularidir. Bununla beraber, klinik 6zellikler
genis bir dagilim gosterdiginden dolay1 kadinlarin fenotipine bagli olarak PKOS
goriilme sikligr da degiskenlik gdsterebilmektedir (Evliyaoglu 2011, Cinar ve ark
2012, Rotterdam ESHRE/ASRM 2004).

PKOS etyopatogenezi ve patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamigstir (Barth
ve ark 2010). Fakat genetik yatkinlik, gonadotropin salgi ve over steroid sentez

bozuklugu, insiilin rezistans1 ve kompansatuar hiperinsiilinemi, hiperandrojenemi,
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enzimatik defektler patogenezde Onemli rol oynamaktadir. Son yillarda en ¢ok
suclanan neden insiilin direnci ve buna kars1 ortaya cikan kompansatuar
hiperinsiilinemidir. PKOS olgularinda insiilin direnci varligt ve bunun
hiperandrojenizm ile iliskisi net olarak gdsterilmistir (Pasquali ve ark 2011, Ozdemir
ve ark 2014). Insan overleri kendine 6zgii insiilin reseptorleri igermektedir. Insiilinin
cesitli caligmalarda graniiloza ve teka hiicrelerinde steroid hormon sentezini uyardigi
gosterilmistir. Insiilinin over dokusunda teka hiicre proliferasyonunu, luteinizan
hormon reseptdr ve insiilin benzeri biiylime faktorii-I reseptor diizeyini arttirdigi
gosterilmistir. Luteinlestirici hormon (LH) uyarisina yanit olarak ovariyen teka
hiicreleri androjen sentezler. Androjen biyosentezi sitokrom p450c17 enzim sistemi
(17 hidroksilaz ve 17,20 liyaz aktiviteleri) ile saglanir. Sentezlenen
androstenediondan, 17 BHSD ile testosteron veya aromataz enzimi ile dstron olusur.
Yapilan ¢aligmalarda in vivo ve in vitro polikistik ovariyen teka hiicrelerinin normal
teka hiicrelerine gore androjenik Onciillerden daha fazla testosteron sentezledigi
gosterilmistir (Yildirim ve Memisogullar: 2011, Yildiz ve ark 2012, Lerchbaum ve
ark 2014).

PKOS patogenezinde bir diger bozukluk follikiilogenezdeki anormalliklerden
kaynaklanan fonksiyonel over hiperandrojenizmine bagli intra overyan androjen
fazlaligidir. Polikistik overler saglikli overlerden daha fazla sayida primer, sekonder
ve kiigiik antral follikiillere sahiptir. PKOS’ta follikiil sayisindaki bu artisin nedeni
bilinmemektedir. Saglikli bayanlarda androjenler esit miktarlarda hem adrenal bez
hem de overlerden salinmaktadir. PKOS’lu bayanlarda ise androjenlerin ana kaynagi
ozellikle androstenedion salgilayan overlerdir. Dolasimdaki androstenedion ise
periferal dokularda, 6rnegin adipoz doku ve ciltte testosterona doniismektedir.
Artmis androjen diizeyi ise karacigerde iiretilen, testosteronu baglayan protein olan
seks hormonu-baglayici globulini (SHBG) azaltmakta, boylece biyolojik olarak aktif
olan serbest testosteron diizeyi artmaktadir (Jamal ve ark 2004, Miri ve ark 2014,

Tekis ve ark 20014).

Obezite PKOS’ta siklikla goriilebilen bir bulgudur. VKI (viicut kitle indeksi)
25 iizeri ise kisi kilolu, VKI 30 iistii ise obez olarak degerlendirilmektedir. Olgularin
%50’sinden fazlasi obezdir. Android obezite seklinde tanimlanan bu durumda yag
birikimi santraldir (Lerchbaum ve ark 2014). Ayrica artmis bel/kalga orani insiilin

direncine isaret etmektedir. PKOS'lu kadinlarin, PKOS’lu olmayan benzer yas
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gruplarindaki kadinlara gore metabolik sendrom gelistirme olasiligi dort kat daha
fazladir. Obezitenin metabolik sendrom gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir.
PKOS hastalarindaki hormon degisikliklerinin obezite-metabolik sendrom kisir
dongiisiinii baglatmada etkin rol oynadigi disiiniilmektedir. Giliniimiizde iireme
cagindaki kadmlarin %5-10’unun, infertil kadmnlarin ise %15-20’sinin PKOS’tan
etkilendigi tahmin edilmektedir (Kruszynska ve ark 2014, Miri ve ark 2014).

2.3. Metot Validasyonu

Gegerli kilma yani validasyon, islem, siire¢, sistem ya da metodun ilgili
performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi, kullanim amacin1 karsilayip
kargilamadiginin gosterilmesi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir
gecerlilik ¢alismasidir. Metot validasyonu bir hata degerlendirme stirecidir. Analitik
hatalar belirlenir, tanimlanir ve degerlendirilir (Westgard 2008, Salihoglu ve ark
2011). Tek bir laboratuvar (internal validasyon) veya bir ¢ok laboratuvarin katildig1
laboratuvarlar arasi ¢alisma ile gergeklestirilebilir. Bir laboratuarda kullanilacak her
tiirlii metot rutin analiz i¢in kullanilamadan 6nce laboratuar kosullarinda analiz

yapan kisiler tarafindan valide edilmesi gerekmektedir.

Metot validasyonun amaci secilen metodun istenen amaca uygun nitelikte
(performansta, kalitede) sonu¢ verdigini test etmek ve metodun rutin kullanimi
sirasinda istenen performansi saglamasmin kosullarini belirlemek ve kontrol altinda
tutmaktir. Bir metotla yapilan 6l¢limiin sonuglari; laboratuvar kosullari, cihaz,
kullanilan kimyasal madde, standart, operatér deneyimi gibi bir¢cok faktore baghdir.
Bu nedenle metodun 6l¢iim sonucuna etki eden parametreleri tek tek dlgiilerek 6lgiim

sonucuna etkileri belirlenmeli ve dlgiilmelidir (Ellison ve ark 2000).

Belli bir kalite sistemine uygun c¢alisan laboratuvarlarin kullandiklar1 metotlar
valide etmeleri gerekmektedir ve akredite laboratuarlar icin bu bir gerekliliktir.
Kalite sisteminin yayginlagsmasi laboratuvarlarda metot validasyonu c¢alismalarin

yapilmasini zorunlu hale getirmistir.

Kimyasal analizlerde analiz metodunun uygulama performansmi g¢esitli
faktorler etkilemektedir. Bu sebeple 6l¢iim metodunun ¢ok iyi tanimlanmasi
gerekmektedir. Analiz edilen 6rnege, analiz edilen bilesenlerin cinsine ve miktarina
bagl olarak farkli metot kullanmak gerekebilmektedir. Belli bir analiz i¢in ¢ok

degisik metotlardan hangisinin uygulanacagi analiz edilen 6rnek cinsine, analiz
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edilecek bilesenlerin miktarina, giinliilk yapilacak analiz sayisina, istenen sonucun
kalitesine, metodunun uygulama kolayligina, analiz siiresine, analiz maliyetine bagl

olarak yapilacak bir degerlendirme sonucunda belirlenmelidir.
Metot validasyon parametreleri:
Dogruluk (Accuracy)
Analitik aralik (Linearite)
Analitik 6l¢tim limitleri
Tekrarlanabillirlik (Precision)
Analitik duyarhilik (Analitik sensitive)
Analitik 6zgiilliik (Analitik spesifiklik)
Geri elde (Recovery)
Interferans
Tasima (Carry-over)
Matriks etkisi
Referans aralik dogrulama

Yontem karsilastirma

2.3.1. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk elde edilen deger ile gercek degerin yakinhiginm ifadesidir. Olgiilen
degerle gercek deger arasindaki fark sistematik hata (bias) olarak tanimlanir (Ellison
ve ark 2000). Dogrulugun gostergesi sistemik hatadir. Sistematik hata bir 6lgiim
metodunun gercek sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Sistematik hatanin
hesaplanabilmesi i¢cin dogru oldugu kabul edilen referans yani gercek deger
bilinmelidir. Gergek deger sertifikali referans materyallerden, valide edilmis
metodun Olclimii sonucu veya yeterlilik testleri sonucunda elde edilebilir. Bu ii¢
yontemde de ortak nokta gercek degerin bircok laboratuvarda yapilmis 6lgtimlerin

sonucunda elde edilmis olmasidir (Westgard 2008, Bal ve ark 2014).
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2.3.2. Dogrusallik (Linearite)

Yontemin hi¢ diizeltme yapilmadan ornekteki analit konsantrasyonu ile dogru
orantili sonuglar verme yetenegidir (Westgard 2008). X eksenine beklenen degerler,
Y eksenine ise elde edilen degerler girilerek kalibrasyon grafigi ¢izilir ve ortaya
cikan ¢izgi dogru ise yontem lineerdir. Standart egri, metoda ve iirtine bagh belirli
sayida Ol¢lim noktasi ile belirlenir. Egrinin olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen
referans Ornekle veya kor ornek igine eklenmis analitin bilinen konsantrasyonu ile
yapilir. Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “linear regresyon formiili” ile
“korelasyon katsayist” belirtilir. Bu Sekilde ¢alisma araliginin dogrusal olup

olmadigi tespit edilir. Korelasyon katsayis1 >0,99 olmalidir.
2.3.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

Limit of blank (LOB)

Reaktif wve analit haricinde kor okumalarmin belli bir olasilikla
karsilagilabilecek en yiiksek degeridir. Kor 6lgiim diizeyi diisiik olmasi daha dogru

ve kesin 6l¢iim yapmaya izin verir (Westgard 2008).
Limit of dedection (LOD)

Analitle iligkili sinyalin geri plan karistiric1 etkenlerden ayrilabildigi en diistik

analit miktardir.

Limit of quantitation (LOQ)

Analitin kantitatif olarak glivenilir, dogru 6l¢limiiniin yapilabildigi en diisiik
miktardir.
2.3.4. Tekrarlanabilirlik (Precision)

Bir yontemde ayni 6rnegin ard arda c¢alisilmasiyla metodun ayni sonucu
verebilme giiciidiir ve ydntemin kesinliginin gdstergesidir. Olgiim sonuglarmin
birbirine yakmligini belirlemek i¢in yapilir. Bagimsiz analiz sonuglar1 arasindaki
tutarliligr gosterir. Laboratuvardaki tekrarlanabilirlik kosullarinda bir seri 6lgiim

yapilarak hesaplanir.
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2.3.5. Analitik Duyarhhk (Analitik Sensitive)

Analitin konsantrasyonundaki degisime karsilik Ol¢iim sinyalinde meydana
gelen degisikliktir. Yontemin kii¢iik konsantrasyonlar1 belirleme yetenegidir.

Kalibrasyon egrisinin egimi, sensitivitenin gostergesidir.

2.3.6. Analitik Ozgiilliik (Analitik Spesifiklik)

Analitik 6zgiilliikk, bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu
ornek icinde ayirt edebilme yetenegine denir. Olgiimiin sadece istenilen maddeyi

Olgcmesi istenir.

2.3.7. Geri Elde (Recovery)

Analitik yontemin konsantrasyonu bilinen miktarda eklenen analiti dogru
olarak belirleyebilme yetenegidir. Geri elde bir yontemin dogrulugu hakkinda bilgi
verir. Ol¢iimiiniin yapilacag: hasta 6rnegi ve hasta drnegine standart ¢ozelti eklenmis

ornek analiz edilir. Olgiilen miktar ile eklenmis olan miktar karsilastirilir.

2.3.8. interferans

Analitin ~ Ol¢iimiinii  etkileyebilecek  ¢esitli  interferanslarin  belirli
konsantrasyonlarda ilavesi ile testin etkilenme diizeylerinin arastirilmasi
amac¢lanmaktadir. Bu durumun varlhigini tespit etmek icin Orneklerde analiz
yapildiktan sonra, interfere etkisi incelenecek maddeler 6rneklere ilave edilir ve

eklenen analitlerin 6l¢iimii etkileyip etkilemedigi hesaplanir.

2.3.9. Tasima (Carry-over)

Otomatize c¢alisan sistemler i¢in, Onceki numuneden sonraki numuneye
herhangi bir aktarim olup olmadigini belirlemek icin yapilir. Giiniimiizdeki teknik
imkanlar tagima hatalarini aza indirmistir. Caligmanin yapilmasi kolaydir. Yiiksek ve
disik konsantrasyondaki numuneler belli bir swra i¢inde yerlestirilerek Olgiim
gerceklestirilir.  Yiiksek degerlerden Once gelen diisiik degerler ile bir grup
olusturulur. Diger grup yiiksek degerlerden sonra gelen diisiik degerlerden olusur.
Belirlenen bu iki grubun ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanir. Gruplarin
ortalamalar1 arasmndaki farkin total izin verilen hatadan kiiciik olmasi durumunda

tasima hatasinin olmadig1 sdylenebilir (Westgard ve ark 2008).
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2.3.10. Matriks etkisi

Matriks etkisi, LC-MS/MS analizlerinde standart soliisyon i¢indeki madde ile
plazma gibi biyolojik matriksteki ayni analitin farkli yanitlar vermesi olarak
tanimlanir. Matriks etkisinin son derece degisken olmasi yontemlerin dogruluk ve

kesinliginde 6nemli hatalara neden olmaktadir (Annesley 2007, Chambers ve ark
2007).

Ekstraksiyon olarak Elektro Sprey lonizasyon (ESI) gerektiren caligmalarda
ucucu olmayan maddeler damla buharlasmasmi degistirerek detektére gaz fazinda

ulasan yiiklii iyon miktarini1 degistirmektedir (King ve ark 2000).

2.3.11. Referans Aralk Dogrulama

Referans aralik dogrulama calismasinin yapilmasi pahali ve zordur. Referans
aralik dogrulama c¢alismast icin en az 20 saghkli birey gerekmektedir.
Degerlendirmede aralik dismna ¢ikanlarm sayist %10’u ge¢memelidir. Her
laboratuvarin kendi referans araligini belirleme sart1 yoktur ama belirlenmis referans

araligini teyit etmesi gerekir (Westgard 2008).

2.3.12. Yontem Karsilastirma

Ornekler iki yontemde ve aym zamanda ¢alisilir, sonuclar karsilastirihr ve
karsilastirma i¢in regresyon analizi yapilir. Rapor araligi icinde en az 40 6rnek hem
test yontemi, hem de karsilastirma yontemi ile calisilir. Say1 ne kadar ¢ok olursa
sonug o kadar saghklidir. Iki metot ile elde edilen dl¢iim sonuglar1 arasindaki farkin

ortalamalarina kars1 gosterdigi dagilim Bland-Altman grafigi ile degerlendirilir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan cihazlar, kimyasallar ve kitler

3.1.1. Cihazlar
*Tandem MS (ABSCIEX API 3200, Singapore)

*HPLC {Prominence Degaser; DGU-20-A3, Shimadzu, Japonya), LC-20 AD
((A ve B pompasi), Shimadzu, Japonya), (Prominence Auto Sampler; SIL-20AC HT,
Shimadzu, Japonya)}

*HPLC Kolon (Restek Pinnacle DB Cg 50x4,6mm, 3um, Amerika Birlesik
Devletleri)

*Kolon Firmi1 (CTO-10AS VP, Shimadzu, Japonya)
*Otomatik Elisa Okuyucusu (CLARIOstar Microplate Reader, Germany)
*Otomatik Elisa Yikayicisi (Rayto RT-2600 + Microplate Washer, Cin)

*RIA (Gamma Counter Analyzer, PC-RIA-MAS STRATEC, Lot No: DSL
3800, Belgika)

*Evaporator (Teknosem, TAB 40-WEL WT, Tiirkiye)
=Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-2212, Amerika Birlesik Devletleri)
=Ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Germany)

*Vortex (Heidolph D-91126, Germany)

3.1.2. Kimyasallar

sInternal standart 11-deoksikortizol-Ds {11 Deoxycortisol-2,2,4,6,6-, 98 atom
%D, %99, (710784-1MG), (Lot no: TA 2555 V), Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik
Devletleri}

*Androstenedione standart {10 mg LGC, (CAS No. 152-58-9), (Lot No. 6691),

Germany}

*DHEA standart {Sigma-Aldrich, (CAS No. 50-23-7), (Lot No. SLBD0859V),
Amerika Birlesik Devletleri}
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*Aldosteron standardi {( Sigma: A9477-5MG (Lot No: SLBF3506V),

Germany}

*Kolesterol Standart {Sigma-Aldrich, (Lot No. 060 M1200 V), (CAS No.
C8503- 100G), Amerika Birlesik Devletleri}

*Bovin Serum Albumin (BSA) {Sigma-Aldrich, (CAS No. A9418-10G), (Lot.
No.108K12772), Amerika Birlesik Devletleri}

*NaH,PO4 2H,O0 (Sigma: 82470, Germany)
*NaCl (Merck: K40124804 919, Darmstadt, Germany)

*Metanol (CH4O) {34885-2,5L-R, Sigma-Aldrich, (CAS No. 67-56-1), (Lot.
No. SZBD126SV), Amerika Birlesik Devletleri }

*Dietil Eter (C4H,00) {Merck, (Lot No. K43976621 245), Germany}

*Formik Asit (HCOOH) { Sigma-Aldrich, (Lot No. 81420), Amerika Birlesik
Devletleri}

*HPLC Grade su {Chemsolute, (Bach No. Q2A085192A), Germany}

*Yiiksek Saflikta Azot Gaz1 (Ar Oksijen, Tiirkiye)

3.1.3. Kitler
*Androstenedione ELISA Kiti {DRG, (Lot No. 50K074), Germany}

*Androstenedione RIA Kiti {Beckman Coulter, DSL3800, Prague}
3.2. Analiz Yontemleri

3.2.1. ELISA Cahsma Prensibi

Calismada kullanilan reaktifler oda 1sisinda 30 dakika bekletilir. Kit
kutusundan ¢ikan miroplateye 20 pL standartlar, kontroller ve hasta serumlar1 pipet-
lenir. 200 pL. enzim konjugati her kuyucuga eklenerek 10 saniye karistirilip 60
dakika oda 1s1s1nda inkiibayon yapilir. Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonuyla 4 de-
fa yikama islemi yapilip 200 pL substrat soliisyonu eklenir. 30 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilip her kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenir. Stop solisyonu ilavesin-
den sonra 10 dakika i¢inde 450 nm’de mikroplate, Rayto RT-2100c okuyucuya

konulup okuma islemi gerceklestirilir. Alt1 adet standarda gore ¢izilmis kalibrasyon
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grafiginden yararlanilarak numunelerdeki androstenedion konsantrasyonlari
hesaplanr. Caligmada standartlar kullanilarak cizilen kalibrasyon grafigi Sekil

3.1.de verilmistir.

Standard Curve(s)

oD

T T T T T T T T T T T T T T ?
u] 1 2 3 4 3 5] 7 a8 9 10 11 12 13 14 15
Concentrations

Sekil 3.1. ELISA ¢aligma-standart egrisi

3.2.2. immunoassay Calisma Prensibi

RIA calismas: Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastenesi’'nde RIA labo-
ratuvar1 olmadigi i¢in akredite bir laboratuar olan Ankalab Laboratuvari’ndan hizmet
alimi seklinde yapildi. Beckman Coulter, DSL3800 marka RIA kiti ile serum
androstenedion calismas1 PC-RIA-MAS STRATEC cihazinda ¢alisilmistir.

Caliyma prensibi:

Calisma oncesi kalibrator ve kontroller oda 1sisinda bekletilir. Kalibratorler,
kontroller ve numuneler androstenedion antikoru kaph tiiplere 50 pL pipetlenir.
Sonra her bir tiipe 500 puL androstenedion tracer pipetlenir. Tiipler vortekslenir ve
tiiplerin tizeri kapatilip 1 saat 37+£°C’de bekletilir. Tim tiiplerdeki soliisyon
dikkatlice siiziiliir ve her bir tiipe 2 ml yikama soliisyonu ilave edilir, siiziiliir. Okuma

islemi 2 dakika i¢inde yapilir.

3.2.3. LC-MS/MS Calhisma Prensibi

Cam tiiplere 250 pL. 6rnek ya da standart pipetlenir, iizerine 50 pL internal
standart (11-deoksikortizol-Ds) ve 3 mL dietil eter eklenerek 2 dk vortekslenir. 4500
rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Santriflij sonrasinda iist faz temiz bir tiipe alinir.
Ust faz1 almmis tiipe tekrar 3 mL dietil eter konularak, 2 dakika vortekslenir. 4500

rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Bunun iist fazi1 da tekrar st fazi alman temiz tiipe
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ilave edilir. Azot gazi altinda ugurularak kurutulan tiiplere %0,1’ lik formik asit
iceren %350’lik metanolden 200 pL ilave edilerek ¢oziiliir. 200 pL viallere enjekte

edilip, viallerin kapaklar1 kapatilip otosamplere yerlestirilerek analiz gergeklestirilir.
LC-MS/MS parametreleri

Optimum parametreleri bulmak i¢in ¢esitli ¢alismalar yaparak en yiiksek
intensiteye elde ettigimiz metodumuzu kaydettik. Uygun mobil faz1 bulabilmek icin
formik asitin iyonlastirmay1 arttirict etkisinden faydalandik ve en uygun intensiteyi
mobil faz A HPLC grade su, mobil faz B %0,1°lik formik asit iceren %100’liik

metanol ile yapilan calismada elde ettik.

Androstenedion saf standardi metanolde ¢ozdirilip QI ve Q3 iyonlari
ABSCIEX API 3200 tandem mass spektrometre cithazinda Auto Tune algoritmasi
kullanilarak belirlendi. En yiiksek intensiteye sahip Q1 ve Q3 iyonlar1 sirasiyla
androstenedion i¢in 287,1/97, izotop (ds) i¢in 1se 352,2/113,1 olarak belirlenmistir.

Androstenedion C; izotopunun (25 pg/L) LC-MS/MS cihazinda ESI ile pozitif
iyon modda MS/MS tarama metodunda inflizyonu yaptirildi. Bu tarama ile araliktaki
tiim kiitleler tarandi. Androstenedionun kararli iyonu bu izotopla tespit edilemedi.
Yapilan caligmalar incelendiginde de androstenedionun Cs izotopuyla ilgili higbir
referans caligmaya rastlanmadi. Cs izotopu yerine 11-Deoksikortizol-Ds izotopu ile
inflizyon yapildi ve 11-Deoksikortizol-Ds- in kararli iyonu ve molekiil agirligi
belirlendi. 11-Deoksikortizol-D5’ in precursor iyon 352,2 (m/z), product iyon degeri
113,1 (m/z) olarak tespit edilmistir.

lonspray voltaj (IS) ile yapilan denemelerde 3500, 4000, 4500, 5000, 5500
voltaj ile denemeler yapilmis ve en yiiksek intensite 5500 voltajda elde edilmistir.
Sicaklik denemeleri 300 °C, 400 °C, 500 °C ve 600 °C ile denemeler yapilmis, en
yiiksek intensite 600 °C’de bulunmustur.

Total flow i¢in 0.4, 0,5, 0.6 ve 0.8 ile denemeler yapildi. Akis1 diisiirdiikce
piklerin ¢ikis siirelerinin uzamakta oldugunu gordiik. En yiiksek intensite 0,5 mL/dk
da bulunmustur. Piklerin ¢ikis siireleri androstenedion i¢in 3,8 dakikadir. Yapilan bu
denemelerin hepsinde her zaman sadece tek bir parametre ile deneme yapilmistir.
Ornegin sicaklik i¢in deneme yapilirken sadece sicaklik degeri degistirilmis ayn1

anda diger parametrelerle deneme yapilmamastir.
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Gergeklestirdigimiz deneme ¢alismalar1 sonucunda en yliksek intensiteye sahip

pikleri elde ettigimiz LC-MS/MS parametreleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. LC-MS/MS parametreleri

Iyonizasyon Modu

Elektro Sprey Iyonizasyon

Declustering Potential (DP) 44
Entrance Potential (EP) 7,5
Androstenedion Q1 Mass (Da) 287.1
Androstenedion Q3 Mass (Da) 97
11-deoksikortizol- D5 internal standart Q1 Mass 352,2
11-deoksikortizol- D5 internal standart Q3 Mass 113,1
Collision Energy (CE) 33
Collision Cell Exit Potential (CXP) 4
Curtain Gas (CUR) 10
Collision Gas (CAD) 6
Ionspray Voltage (IS) 5500 V
Temperature (TEM) 600 °C
Ion Source Gasl (GS1) 50
Ion Source Gas2 (GS2) 60
Interface Heater On
Ionisation Source Turbo Sprey
Collision Gas N, (Azot)

Dwell Time 400 milisaniye
Pompa Modu Binary Flow
Total Akisg 0,5 mL/dk
Enjeksiyon volume 40 uL
Analiz siiresi 6 dk
Kolon Retsek C8, 50x4,6 mm, 3 um ters faz
Mobil faz A Su
Mobil faz B %0,1°lik formik asit iceren metanol
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Akis gradientini belirlemek i¢in yapilan deneme ¢aligsmasi sonucunda total akis
hiz1 0,5 mL/dk olarak belirlendi. Total akista Pompa B’nin yiizdesini belirlemek
icin %50, %60, %80 ve %90 ile deneme calismalar1 gergeklestirildi. Yontemde
kullanilan akis gradienti Sekil 3.2°de gdsterilmistir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan akis gradienti
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Calismada elde edilen androstenedion ve internal standarda ait LC-MS/MS

pikleri Sekil 3.3°de gosterilmistir.

ng Time: 2:21:37 PM
g Pate: Friday, December 11

Bl XIC of +MRM (2 pairs): 287.100/97.000 Da ID: androstenedion2 from Sample 17 (3.125ppbANDB... Max. 4887.5 cps.

3.79

4888

4500
4000
35004
30009

E 25004
20004
1500

1000 §

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
Ti min

ime,

Wl C of +MRM (2 pairs): 352.200/113.100 Da ID: d5-11deoksikortizol from Sample 17 (3.125ppbAN... Max. 700.0 cps.
700+ 3.65

650 -
600

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Sekil 3.3. Calismada elde edilen androstenedion (iistteki pik) ve internal

standarda ait (alttaki pik) LC-MS/MS pikleri

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. BSA Hazirlanmasi

Bovin Serum Albumin-Standart Buffer (BSA-PBS), 0,1M PBS, %1 BSA,
%0,9 NaCl, ¢ozelti 1,134 g Na,HPO,, 0,302 g NaH,PO4 2H,0, 0,9 g NaCl, 1 g sigir
serum albumin 100 mL HPLC grade suda c¢ozdiiriilmiistiir. pH ise NaOH ve HCI

kullanilarak 7,4 olarak ayarlanmstir.

3.3.2. Standart Hazirlanmasi

Stok 1 ¢ozeltinin hazirlanisi; Sigma-Aldrich markali (Lot no: TA 2555 V) liyo-
filize haldeki 5 mg androstenedion standardi 5 mL saf metanol ¢oziilerek 1000 ppm

(parts per million, mg/L)’lik 10 mL androstenedion standart ¢ézeltisi hazirlandi.
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Stok 2 c¢ozeltinin hazirlanisi; 10 mL’lik balon jojeye 100 pL stok 1
cozeltisinden alinip lizeri metanol ile 1000 mL’ye tamamlanarak 10 mg/L’lik 10 mL

androstenedion standart ¢0zeltisi hazirland..

Stok 3 ¢ozeltinin hazirlanisi; 10 mL’lik balon jojeye stok 2 ¢ozeltisinden 200
pL almip tizeri 9800 mL metanol ile tamamlanarak 200 ng/mL’lik 10 mL

androstenedion standart ¢ozeltisi hazirland1.

3.3.3. 11-Deoksikortizol-D5 internal Standart Hazirlanmasi
Bu standart diliisyonlarla 3 stok halinde hazirlanmaistir.

Stok 1 ¢ozeltinin hazirlanigi; Sigma-Aldrich markali (Lot no: TA 2555 V) 1 mg
11-deoksikortizol internal standart 1 mL metanol ile ¢oziilerek 1000 mg/L’lik 1 mL

11-deoksikortizol internal standart ¢ozeltisi hazirlandu.

Stok 2 c¢ozeltinin hazirlanisi; 50 mL’lik balon jojeye 500 pL stok 1
cozeltisinden alinip ilizeri metanol ile tamamlanarak 10 mg/L’lik 50 mL 11-

deoksikortizol- internal standart ¢ozeltisi hazirlandi.

Stok 3 ¢ozeltinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye stok 2 ¢ozeltisinden 2000
pL alinip lizeri metanol ile tamamlanarak 200 ng/mL’lik 100 mL 11- deoksikortizol-

internal standart ¢ozeltisi hazirlandi.

Calismada kulanmak i¢in stok 3 ¢ozeltisinden bir cam tiipe 500 puL alinip 9500
pL metanol eklenerek 10 ng/mL’lik 10 mL 11-deoksikortizol- internal standart

¢Ozeltisi hazirland1.
3.3.4. Mobil Faz Hazirlanisi
Mobil Faz A: HPLC grade su
Mobil Faz B: %0,1°lik formik asit iceren metanol (2,5 litre metanolden 2500
pl metanol alinip yerine 2500 pL formik asit ilave edildi.)
3.3.5. Steroid Free Serum (SFS) Hazirlamis1

100 mL serum havuzu olusturulur ve buna 4 gr aktif komiir ilave edilip
manyetik karistiricida 2 saat karistirilir. Temiz cam tiiplere alinip 3000 rpm de 3 saat
cevrilir. Siipernatant kismi nuge erleninden 3 defa siiziilerek uzaklastirilir. Elde

ettigimiz SFS’lar1 10 porsiyona boliip calismalarda kullanmak iizere donduruldu.
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3.4. LC-MS/MS Metot Validasyon Parametreleri

3.4.1. Dogrusallik (Linearite)

Metot validasyon kapsaminda gergeklestirilen linearite ¢alismasi CLSI (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute) EP6-A protokoliine uygun olarak gergeklesti-
rilmistir. Bu ¢alisma ile kalibrasyon grafigi c¢izmek ve analitik Ol¢iim araligini

belirlemek amaclanmuistir.

Hazirlanan 200 ng/mL’lik standarttan BSA-PBS kullanilarak 50 ng/mL, 25
ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,125 ng/mL, 1,56 ng/mL, 0,78 ng/mL, 0,390
ng/mL’lik konsantrasyonlar i¢in seri diliisyon yapilmis ve linerarite caligmasinda

kullanilmstir.
3.4.2. Analitik Ol¢iim Limitleri

Limit of Dedection (LOD)

Kromatografik yontemlerde alt limitler sinyal/giiriiltii oranina gore belirlendi.
Sinyal/giiriiltii oranmin 3 oldugu konsantrasyon degeri dedeksiyon limiti olarak

belirlendi.
Limit of Quantitation (LOQ)

Kromatografik yontemlerde alt limitler sinyal/giiriiltii oranma gore belirlendi.
Sinyal/giiriilti oranmin 10 oldugu konsantrasyon degeri kantitasyon limiti olarak

belirlendi.

3.4.3. Tekrarlanabilirlik (Precision)

Tekrarlanabilirlik calismast CLSI EP5-A  protokoline uygun olarak
gerceklestirilmistir. Calismasinda androstenedion ic¢in 20, 2, 0,3 ng/mL’lik sandartlarla
orek hazirlama protokoliine uygun numuneler hazirlandi. Calisma i¢i (giin igi) ve

giinler aras1 20 6l¢iim ¢ift ¢aligilarak tekrarlanabilirlik ¢alismasi gerceklestirilmistir.

3.4.4. Geri Elde (Recovery)

Calisma CLSI EP6-A prokoliine uygun bir sekilde gergeklestirilmis olup,
androstenedion i¢in 200, 20 ve 4 ng/mL’lik standartlar kullanild1.
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Androstenedion geri elde calismasi i¢cin 4 stok kullanildi. Bu stoklar numune

hazirlama prosediiriine uygun olarak hazirlanip, cihaza verildi.
1. Tiipe 900 mL serum havuzundan alinip, 100 mL BSA eklenmistir.

2. Tiipe 200 ng/mL’lik standarttan 100 pL almip, 900 pL serum havuzundan

eklenmistir.

3. Tiipe 20 ng/mL’lik standarttan 100 puL alinip, 900 pL serum havuzundan

eklenmistir.

4. Tipe 4 ng/mL’lik standarttan 100 pL almip, 900 pL serum havuzundan

eklenmistir.

Bu stoklar numune hazirlama prosediiriine uygun olarak hazirlanip, cihaza
verildi. Birinci tiipte okunan deger ile diger tiiplerde okunan degerler arasindaki fark
hesaplanarak geri elde edilen miktar bulundu. Geri elde edilen konsantrasyonun

eklenen konsantrasyona oraninin 100 ile ¢arpilmasi sonucu %R degerleri hesaplandi.

3.4.5. interferans

Calisma CLSI EP7-A protokoliine gore gergeklestirilmistir. Kapsamli bir inter-
ferans calismasinda interferans yapabilen bir madde, bir laboratuarin hasta

orneklerinde karsilasabilecegi en yiiksek konsantrasyonunda olmalidir.

Bu protokole gore androstenedion i¢cin DHEA, aldosteron ve kolesterol ile

interferans ¢aligmasi yapilmistir.

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’na rutin
tahlil i¢in gelen islemi tamamlanmis artakalan kanlardan serum havuzu olusturuldu.
Diisiik ve yiiksek seviyelerde olmak {izere androstenedion serum havuzu elde

edilmistir. Interferan madde eklemek igin 5 adet tiip almmistir.

Interferans ¢alismasmdaki diger parametreler icin metanol ile, 5 pg/L ve 500
pg/L’lik DHEA standartlari, 10 ng/mL ve 100 ng/mL aldosteron ve 100 ng/mL ve
1000 ng/mL’lik kolesterol standartlar1 standartlar1 hazirlandi. Diisiik ve yiiksek
seviye serum havuzlari hazirlamada 0,2 ng/mL ve 200 ng/mL’lik androstenedion
standartlar1 kullanildi. Interferans calismasindaki islemler DHEA, kolesterol ve
aldosteron i¢in hem diisiik diizey hem yiliksek diizey serum havuzlar1 kullanilarak

yapild1
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Diisiik diizey serum havuzundan esit miktarda 1. ve 5. tiipe konulmustur. 1.
tipe diisiik diizey interferan serum havuzunun %10’unu geg¢meyecek sekilde
konulmustur. 5. tiipe de ayn1 miktarda yiiksek diizey interferan ilave edilmistir. 1. ve
5. tiiplerden esit miktarda alinarak 3. tiipe konulmustur. 1. ve 3. tiiplerden esit
miktarda alinarak 2. tiipe konulmustur. 3. ve 5. tiiplerden esit miktarda almarak 4.
tiipe konulmustur. Boylece 1. tiipten 5. tiipe kadar artan konsantrasyonlarda (%0,
%25, %50, %75 ve %100) interferan iceren tiipler elde edilmistir. Yiiksek seviye
serum havuzu i¢inde ayni islemler tekrarlanmistir. Her iki seviye serum havuzu
icinde interferan madde kadar BSA ekleyerek birer tiip daha hazirlanmustir. Ug
tekrarli calisma i¢in, 1. tekrar interferan konsantrasyonu artan sirada, 2. tekrar
interferan konsantrasyonu azalan sirada, 3. tekrar tekrar interferan konsantrasyonu
artan sirada olacak sekilde islem gerceklestirilmistir. Bu prosediir DHEA, kolesterol

ve aldosteron i¢in tekrarlanmistir.

3.4.6. Tasima (Carry-over)

Calisma CLSI EP10-A3 protokoliine gore gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada
androstenedion i¢in diisiik konsantrasyonu 0,2 ng/mL, yiiksek konsantrasyonu 200
ng/mL olan standartlar kullanilmistir. Bu standartlardan 11 tane diisiik
konsantrasyona ait, 10 tane yiiksek konsantrasyona ait numune hazirlanmis ve cihaza

asagida gosterilen diizene gore yerlestirilip okutulmustur.
D1-D2-D3-Y1-Y2-D4-Y3-Y4-D5-D6-D7-D8-Y5-Y6-D9-Y7-Y8-D10-Y9-Y10-D11

Grup 1 disiiklerden sonra gelen diisiik numunelerden olusurken, grup 2

yiikseklerden sonra gelen diisiik numuneleri icermektedir.
GRUP 1:D2-D3-D6-D7-D8
GRUP 2:D4-D5-D9-D10-D11

Gruplarin ortalamalar1 ve standart sapmalari hesaplanir. Grup ortalamalar1
arasindaki fark total izin verilen hatadan kii¢iik olmas1 durumunda tasima hatasinin
olmadig1 soylenir (Westgard ve ark 2008).

3.4.7. Matriks EtKisi

Calisma CLSI EP14-A protokoliine gore gerceklestirilmistir. Selguk

Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya laboratuvarina rutin tahlil i¢in gelen
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kanlarmn artakalanlarindan serum havuzu olusturuldu. Hazirlanan serum havuzundan
analiz i¢cin numune hazirlama prosediiriine gore ii¢ adet numune hazirlandi.
Hazirlanan bu numuneler azot gazi altinda ugurulup ¢6zdiiriicii ilave edildikten sonra
viallere konmadan 6nce ilk tiipe 200 pL 0,2 ng/mL, ikinci tiipe 200 pL 2 ng/mL,
ticlinci tiipe de 200 pL 20 ng/mL androstenedion standardi eklendi. Hazirlanan bu ii¢
numune 200 uL viallere pipetlendi. Ug¢ adet bos cam tiipe methanol ile hazirlanmis
0,2 ng/mL, 2 ng/mL ve 20 ng/mL’lik standartlardan 200 pL pipetlendi ve iizerlerine
cozdiirticii soliisyondan 200 pL ilave edildi. Hazirlanan bu karisimlardan vilallere
200 pL alinip analiz edilir. Toplam alti numune analiz edilip pik alanlarma gore

hesaplamalar1 yapild1.

3.4.8. Referans Aralik Dogrulama

Calisma CLSI EP28-A protokoliine gore gergeklestirilmistir. CLSI’a gore
gecerliligi kabul edilen yOontemin referans araligi baz almnarak yeni yontemle
karsilastirmak amaciyla 20 saglikli birey numunesi analiz edilir. %10’undan fazlasi

aralik disindaysa red edilir.

Referans araligi dogrulama amaciyla 20 saglikli ve goniillii, kadin ve erkekten

numune alinip, 6n islem protokollerine uyularak analiz edilmistir.

3.4.9. Numune Stabilitesi

Numune stabiltesini belirlemek amaciyla androstenedion i¢in serum 6rnegi 6n
islemlerden gecirilerek calisilmistir. 15., 30., ve 45. giinlerde calisilmak iizere ayni
ornek porsiyonlanip dondurulmustur. ik giinkii analiz degerine gore diger giinlerin

% bias1 hesaplanmustir.

3.4.10. Dondurma ve Cézmenin Etkisinin Belirlenmesi

Dondurma ve ¢dzmenin etkisini belirlemek amaciyla serum 6rnegi calisildiktan
sonra ayni 6rnek dondurulmus, ¢ikarilip ¢oziindiikten sonra tekrar calisilmis ve bu
islem 4 defa tekrarlanmustir. {lk bulunan sonuca gore diger sonuglarm % bias’ 1

hesaplanmigstir.

3.5. istatistiksel Analiz

Metod validasyon parametrelerinin, numuneler c¢ift calisilip ortalamalari
almarak MedCalc versiyon 9.2.0.1 istatistik programi, EP evaluator Release 9

32



versiyon ve Excel (2011) ve SPSS (21) programlart kullanilarak istatistiksel
analizleri yapilmistir. Gruplar arasi1 farkin anlamlilik arastirmasi i¢in t testi kullanildi.
Parametrik dagilim gosteren testlerin analizinde independent simple t testi
uygulanirken, non-parametrik dagilim gdsteren testlerin analizi icin Mann-Whitney
U testi kullamildi. LC-MS/MS, RIA ve ELISA yontemlerinin kiyaslanmasinda
Passing-Bablok, Deming regresyon, Bland-Altman ve ROC regresyon analizi

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Metot Validasyonu Bulgulan

4.1.1. Linearite ¢caliymasi

Androstenedion i¢in linearite ¢alismasinda kullanmak iizere 50 ng/mL’lik and-

rostenedion standardini seri diliisyonla 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,125

ng/mL, 1,56 ng/mL, 0,78 ve 0,39 ng/mL’ye kadar sulandirdik. Her bir standardi 6n

islem basamaklarindan gecirerek hazirlayip cihaza verdik. Cift calisilarak elde edilen

degerlerin ortalamalar1 alinmis ve Olgiilen deger beklenen degere boliintip 100 ile

carpilarak % uygunluk sonuglari elde edilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1°de

verilmistir.
Cizelge 4.1. Androstenedion linearite verileri
Androstenedion 1. Olgiilen | 2. Olgiilen | 1.ve 2. Olciilen
Konsantrasyonlar1 Deger Deger Degerlerin Uygunluk
(ng/mL) (ng/mL) Ortalamasi (%)
(ng/m) (ng/mL)

50 51 48,8 49,9 99,8
25 25 25,8 25,4 101,6
12,5 14 12,6 12,95 103,6
6,25 6,4 6,28 6,34 101,4
3,125 3,2 3,18 3,19 102,1
1,56 1,59 1,61 1,6 102,6
0,780 0,77 0,8 0,79 100,6
0,390 0,398 0,41 0,40 102,5
0,195 0,190 0,192 0,191 97,9
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| W and.rdb (androstenedion2): "Linear Through Zero" Regression ("No" weighting): y = 1.79 x (r = 0.9987)
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Sekil 4.1. Androstenedion linearite grafigi

R?=0,9987 olarak bulunmustur.

ANDROSTENEDYONE: Scatter Plat ANDROSTEHEDIONE: Recovery Plot
1o
80 Oy Lin Slope Inicpt ObsEnr
HlPorts 1000 0222 022NgML o 0.7%
50 P
&
1051 &
@
) *. L] g,
£ o o
o & kel
z = o @ 8 . .
=% 2 L] ) @
5 g -
H 2 e
H & o
=
0 o
@ S
0
0 10 0 30 [ 50 60
Assigned (NHL) %0
0 10 20 30 0 60
— 1:1 Line —- Fitted Overall Assigned (Ng/ML)

Sekil 4.2. Androstenedion EP evaluator linearite grafigi verileri

4.1.2. Analitik 6l¢iim limitleri

LOD’u ve LOQ’u belirlemek i¢in androstenedion standardi 0,024 ng/mL’ye
kadar BSA-PBS ile seri diliisyon yapildi. Elde edilen LOD VE LOQ grafikleri Sekil

4.3 ve 4.4’te verilmistir.
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[ElX|C of +MRM (2 pairs): 287.100/97.000 Da ID: androstenedion2 from Sample 3 (0.097 ppb) of AND ALTLIMIT 13012016 SON.wiff (Turbo ...
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Sekil 4.3. Androstenedion deteksiyon limiti (sinyal/glriiltii=S/N)

Androstenedion i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen

dedeksiyon limiti 0,097 ng/mL olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Androstenedion kantitasyon limiti (sinyal/giiriiltii=S/N)
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Androstenedion i¢cin LC-MS/MS’de sinyal giliriiltii oranina gore belirlenen
kantitasyon limiti 0,195 ng/mL olarak tespit edilmistir.
4.1.3. Tekrarlanabilirlik (Precision)
Calisma ici tekrarlanabilirlik ¢alismasi

Bu calisma i¢cin 20 ng/mL, 2 ng/mL, 0,3 ng/mL’lik androstenedion

standartlar1 ayni calisma i¢inde ardi arda 20 defa ¢alisilmistir.

Cizelge 4.2. Calisma ici tekrarlanabilirlik sonuglari

Konsantrasyon Ortalama SD % CV
20 ng/mL 19,97 0,58 2,9
2 ng/mL 2,04 0,112 8
0,3 ng/mL 0,38 0,03 7,7

Precision Statistics

NMean 19,97
Standart Deviation (SD) 0,583
o525 Confidence for sD 0,449 to 0,84

Coefficient of VVariation (CV) 2,9

ANDROSTENEDION: Simple Precision

S0 Index

Sekil 4.5. 20 ng/mL androstenedion ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar1 ve SD dagilimi

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 20 ng/mL’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata

diizeyi 20x0,2351=4,72dir. Westgard kurallarina gore 20 ng/mL’lik ¢alisma ig¢i
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tekrarlanabilirlik SD degeri ( 0,58), izin verilebilir hata diizeyindeki 6l¢iimiin dortte
birinden (4,72/4=1,18) kii¢iikk olmalidir. 0,58<1,18 oldugu i¢in 20 ng/mL’lik

konsantrasyonda giin i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeydedir.

Precision Statistics

NMean 2,049
Standart Deviation (SD) oO,112
oO952565 Confidence for SD O,11 to 0,26

Coefficient of Variation (CV) S

ANDROSTEMNEDION: Simple Precision
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Sekil 4.6. 2 ng/mL androstenedion ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar1 ve SD dagihm

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 2 ng/mL’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata
diizeyi 2x0,2351=0,472°dir. Westgard kurallarina gore 2 ng/mL’lik calisma ig¢i
tekrarlanabilirlik SD degeri (0,112), izin verilebilir hata diizeyindeki 6l¢timiin dortte
birinden (0,472/4=0,118) kii¢iik olmalidir. 0,112<0,118 oldugu i¢in 2 ng/mL’lik

konsantrasyonda giin i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeydedir.
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Precision Statistics

NMean 0,33
Standart Deviation (SD) 0O,0=3
o525 Confidence for SD 0,02 to 0,043

Coefficient of Variation (CV) 7,7

ANDROSTENEDION: Simple Precision
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Sekil 4.7. 0,3 ng/mL androstenedion ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar1 ve SD dagihmu

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 0,3 ng/mL’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata
diizeyi 0,3x0,2351=0,070’dir. Westgard kurallarina gore 0,3 ng/mL’lik calisma i¢i
tekrarlanabilirlik SD degeri (0,03), izin verilebilir hata diizeyindeki 6l¢iimiin dortte
birinden (0,070/4=0,018) kiiciik olmalidir. 0,03<0,018 olmadig1 i¢in 0,3 ng/mL’lik

konsantrasyonda giin i¢i tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeyin disindadir.
Giinlerarasi tekrarlanabilirlik calismasi

Bu ¢alisma i¢in 20 ng/mL, 2 ng/mL, 0,3 ng/mL’lik androstenedion standartlar1
20 giin boyunca ¢alisilip ortalamalar1 alinarak giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

gerceklestirilmistir. Giinlerarasi tekrarlanabilirlik verileri Cizelge 4.3°de verilmistir.

39



Cizelge 4.3. Giinlerarasi tekrarlanabilirlik sonuglari

Konsantrasyon Ortalama SD % CV
20 ng/mL 20,51 0,96 4,7
2 ng/mL 1,99 0,13 6.4
0,3 ng/mL 0,40 0,021 11,7
Precision Statistics
NMean 20,51
Standart Deviation (SD) 0,96

o952 Confidence for SD 0,73 to 1.4

Coefficient of Variation (CV) a4,7

ANDROSTENEDION: Simple Precision

30 Index
L]

Specimen Index

Sekil 4.8. 20 ng/mL androstenedion giinlerarasi tekrarlanabilirlik

sonuclar1 ve SD dagilimi

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 20 ng/mL’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata
diizeyi 20x0,2351=4,702’dir. Westgard kurallarina goére 20 ng/mL’lik giinlerarasi
tekrarlanabilirlik SD degeri (0,96), izin verilebilir hata diizeyindeki dlgiimiin {icte
birinden (4,702/3=1,56) kiiciik olmaldir. 0,96<1,56 oldugu i¢in 20 ng/mL’lik

konsantrasyonda glinlerarasi tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeydedir.
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Precision Statistics

NMean 1,99
Standart Deviation (SD) 0,13
9525 Confidence for SD 0,09 to 0,19

Coefficient of Variation (CV) 6,4

AHDROSTENEDION: Simple Precision

Specimen Index

Sekil 4.9. 2 ng/mL androstenedion giinlerarasi tekrarlanabilirlik

sonuclar1 ve SD dagilimu.

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 2 ng/mL’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata
diizeyi 2x0,2351=0,4702°dir. Westgard kurallarina gére 2 ng/mL’lik giinlerarasi
tekrarlanabilirlik SD degeri (0,13), izin verilebilir hata diizeyindeki dl¢limiin licte
birinden (0,4702/3=0,156) kiiciik olmalidir. 0,13<0,156 oldugu icin 2 ng/mL’lik

konsantrasyonda glinlerarasi tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeydedir.
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Precision Statistics

NMean o.4a
Standart Deviation (SD) O,021
o525 Confidence for SD 0,036 to 0,07

Coefficient of Variation (CV) 11,7

ANDRO STENEDION: Simple Precision
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Sekil 4.10. 0,3 ng/mL androstenedion giinlerarasi tekrarlanabilirlik

sonuglar1 ve SD dagilimu.

Androstenedion i¢in www.westgard.com/database adresinde belirtilen izin
verilebilir hata diizeyi %23,51°dir. 0,3 ng/mL lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata
diizeyi 0,3x0,2351=0,071"dir. Westgard kurallarina gore 0,3 ng/mL’lik giinlerarasi
tekrarlanabilirlik SD degeri (0,021), izin verilebilir hata diizeyindeki 6l¢iimiin {igte
birinden (0,071/3=0,023) kiiciik olmalidir. 0,021<0,023 oldugu i¢in 0,3 ng/mL’lik

konsantrasyonda glinlerarasi tekrarlanabilirlik kabul edilir diizeydedir.

4.1.4. Geri elde (Recovery)

Androstenedion i¢in steroid free serum-BSA ile hazirlanan stok, 200 ng/mL, 20
ng/mL ve 4 ng/mL’lik standartlar kullanilarak yapilan geri elde ¢alismasinin

sonuglar1 Cizelge 4.4te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Androstenedion geri elde ¢calisma sonuglari.

Olgiilen Eklenen Beklenen o
0
deger konsantrasyon deger
Recovary
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Serum havuzu+BSA 0,24
Serum havuzu+4 ng/mL 0,441 0.4 0,64 69
Serum havuzu+20 ng/mL 2,21 2 2,24 98
Serum havuzu+200 ng/mL 20,2 20 204 99

Androstenedion i¢in yapilan geri elde calismasinda {i¢ konsantrasyon i¢in %
geri elde ortalama degeri % 88,7 olarak bulunmustur. Orantili hatay1 bulmak i¢in bu
ortalama 100’den ¢ikartild1 ve 11,3 olarak bulundu. Geri elde ortalamasinin %70-120

arasinda olmasi kabul edilebilir diizeyde oldugunu gostermektedir.

4.1.5. interferans

Androstenedion i¢cin DHEA, aldosteron ve kolesterol ile interferans ¢aligmasi
yapilmistir. Androstenedion ve DHEA ile yapilan interferans ¢alisma sonuglari

Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5. Androstenedion-DHEA interferans ¢alisma sonuclari.

Tiipler Diisiik serum havuzu Tiipler Yiiksek serum havuzu
(ng/mL) (ng/mL)

BSA 1,31 BSA 31,9
Dl 1,49 Yl 24,1
Dl 1,42 Yl 30,1
Dl 1,46 Yl 29,2
D2 1,63 Y2 27,9
D2 1,43 Y2 31,7
D2 1,73 Y2 30,6
D3 1,63 Y3 32
D3 1,51 Y3 34,3
D3 1,55 Y3 34,6
D4 1,48 Y4 34,8
D4 1,38 Y4 36,3
D4 1,54 Y4 34,6
D5 1,33 Y5 38,9
D5 1,37 Y5 30,5
D5 1,6 Y5 33,4

Cizelge 4.6. Androstenedion-DHEA interferans ¢alismasi % bias sonuclari.

BSA igeren D5 tiiplerinin - | BSA igeren yiik- | Y5 tiiplerinin
diistik serum sonu¢larmin sek serum ha- sonuclarmin
havuzu degeri ortalamasi vuzu degerleri ortalamasi
Sonuglar 1,31 1,43 31,9 34,3
% Bias 9,1 7.5

Elde ettigimiz sonucglara gore % biaslar androstenedion i¢in izin verilen biastan

(10,47) kiigiik oldugundan dolay1 DHEA i¢in interferans bulunmamaktadir.
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Androstenedion ve aldosteron ile yapilan interferans calisma sonuglar1 Cizelge

4.7°da gosterilmektedir.

Cizelge 4.7. Androstenedion-aldosteron interferans ¢alisma sonuglari.

Tiipler Diisiik serum havuzu Tiipler Yiiksek serum havuzu
(ng/mL) (ng/mL)

BSA 1,42 BSA 30,1
Dl 1,63 Yl 30,6
Dl 1,49 Yl 31,5
Dl 1,24 Yl 33,5
D2 1,46 Y2 27,5
D2 1,61 Y2 31,8
D2 1,58 Y2 30,5
D3 1,91 Y3 28,8
D3 1,36 Y3 26,6
D3 1,37 Y3 25,4
D4 1,39 Y4 35,7
D4 1,47 Y4 33,2
D4 1,29 Y4 34,3
D5 1,48 Y5 34
D5 1,75 Y5 31,9
D5 1,47 Y5 32,5
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Cizelge 4.8. Androstenedion-aldosteron interferans ¢aligmasi % bias sonuglar1

BSA  igeren | D5 tiiplerinin

disik serum | sonuglarinin

BSA iceren | Y5 tiiplerinin

yiiksek serum | sonuglarinin

havuzu degeri | ortalamasi havuzu ortalamasi
degerleri
Sonuglar 1,42 1,56 30,1 32,8
% Bias 9.8 8,9

Elde ettigimiz sonucglara gore % biaslar androstenedion i¢in izin verilen biastan

(10,47) kiigiik oldugundan dolay1 aldosteron i¢in interferans bulunmamaktadir.

Androstenedion ve kolesterol ile yapilan interferans ¢alisma sonuclar1 Cizelge

4.9’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.9. Androstenedion-kolesterol interferans ¢alisma sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu Tiipler Yiiksek serum havuzu
(ng/mL) (ng/mL)

BSA 1,52 BSA 22,5
D) 1,63 Yl 25,4
Dl 1,77 Yl 23,9
Dl 1,52 Yl 24,5
D2 1,46 Y2 16,4
D2 2,03 Y2 18,2
D2 1,37 Y2 31,9
D3 1,39 Y3 18,9
D3 1,37 Y3 16,8
D3 1,32 Y3 17,5
D4 1,44 Y4 17,7
D4 1,22 Y4 20
D4 1,18 Y4 18,7
D5 1,63 Y5 21,3
D5 1,62 Y5 23
D5 1,74 Y5 26,4
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Cizelge 4.10. Androstenedion-kolesterol interferans ¢aligmasi % bias sonuglar1

BSA igeren DS tiiplerinin BSA igeren Y5 tiiplerinin
diistik serum sonuclarmin yiiksek serum sonuclarmin
havuzu degeri ortalamasi havuzu degerleri ortalamasi
Sonuglar 1,52 1,65 22,5 23,56
% Bias 8,5 4,7

Elde ettigimiz sonucglara gore % biaslar androstenedion i¢in izin verilen biastan

(10,47) kiigiik oldugundan dolay1 kolesterol i¢in interferans bulunmamaktadir.

Androstenedion icin DHEA, aldosteron ve kolesterol ile yapilan interferans
calismasinda diisiik ve yiiksek diizey serum havuzundaki 5. tiiplerin sonuglarmin
ortalamalar1 alinarak % bias hesab1 yapilmistir. Diisiik diizey ii¢ adet D5 tiiplerinin
ortalamalar1 hesaplandi ve interfere icermeyen BSA igeren serum havuzunun degeri
ile farki hesaplanip ¢ikan sonu¢ BSA iceren serum havuzu sonucuna boliiniip 100 ile
carpilarak % bias degeri elde edildi. Ayn1 islem yiiksek diizey ii¢ adet Y5 sonuclar1
icinde yapildi. Hesaplanan % bias degeri, izin verilen % bias degerinden kiigiikse
interferans yoktur denilmektedir. Androstenedion i¢in % bias 10,47 olarak verilmistir
(www.westgard.com/biodatabase). Elde ettigimiz sonuclara gére % biaslar 10,47 den
kiiciik oldugundan dolay1 DHEA, aldosteron ve kolesterol i¢in interferans
bulunmamaktadir. Yine en yiiksek konsantrasyonlarda interferan igeren tiiplerde
interferansa rastlanmamissa daha diisiik konsantrasyonlarda interferan madde igeren
tiipler icin interferans saptanmayacagindan dolay1 daha diisiik konsantrasyonlarda

hesaplama yapilmamustir.
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4.1.6. Tasima (Carry-over)

Androstenedion i¢in yapilan tasima c¢alismasinin sonuglar1 Cizelge 4.11°de

gosterilmektedir

Cizelge 4.11. Androstenedion tasima calismasi sonuclari

Carryover Analysis

High-Low Mean 1,872 Error limit 0,099

Low-Low Mean 1,846 Passes? Yes

Carryover 0,026

Experimental Results
Sample Result Low-Low Results High-Low Results
L1 1,89
L2 1,9 *
L3 1,84 *
H1 167
H2 162
L4 1,8 *
H3 162
H4 147
LS 1,93 *
L6 1,84 *
L7 1,82 *
L8 1,84 *
HS5 151
Hé6 150
L9 1,85 *
H7 160
H8 146
L10 1,9 *
H9 144
H10 147
L11 1,88 *
MEAN 1,846 1,872

SD 0,033 0,049

Carryover 0,026
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Instrument Anzhyte

Androstenedion AND
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Sekil 4.11. Androstenedion caryyover ¢alismasi EP-evaluator analizi sonucu

Androstenedion i¢in yapilan tasima ¢alismasi sonucu EP-evaluator analizi ile

degerlendirildiginde 0,026 olarak tespit edilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki

farkin total izin verilen hatadan (23,51) kii¢iik olmas1 durumunda tagima hatasinin

olmadig1 sdylenir.

4.1.7. Matriks etkisi

Martiks etkisi ¢alismasi i¢in 0,2 ng/mL, 2 ng/mL ve 20 ng/mL androstenedion

standartlar1 kulanildu.

Cizelge 4.12. Androstenedion matriks etkisi ¢calisma sonuglar

Pik alam % Matriks etkisi
Mobil faz+ 20 ng/mL std 7,54x10°
Serum havuzu+20 ng/mL std 6,93x10" A
Mobil faz+ 2 ng/mL std 8,20x10°
Serum havuzu+ 2 ng/mL std 8,95x10° !
Mobil faz+ 0,2 ng/mL std 1,24x10°
Serum havuzu+ 0,2 ng/mL std 1,36><103 %0
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Androstenedion i¢in % matriks etkisi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmaistir.

9% Matriks etkisi= ( Ekzstrakte E.I'l'E.:E:"! nUTMUNENin .'pz'k Tz!rmz 1)X100
Ekstrakte edilmeyen numunenin pik alan:

20 ng/mL i¢in % matriks etkisi= (:’z:iz: —1)x100=-8,1
2 ng/mL i¢in % matriks etkisi= (S;ixli;g —1)x100=19,1
0,2 ng/mL igin matriks etkisi= (22222 _ 1)x100 = 9,6

1,24x10°3

4.1.8. Referans Aralik Dogrulama

Referans aralik dogrulama ¢alismasi i¢cin 10 saglikli kadin ve erkekten alinan
20 adet serum numuneleri LC-MS/MS yontemiyle analiz edildi ve elde edilen
sonuglar Mayo Medical Laboratuvar1 androstenedion referans araliklar1 ile

karsilagtirildi.
Mayo Medical Loboratuvari androstenedion referans araliklar;
Erkek: 0,4-1,5 ng/mL
Kadm: 0,3-2 ng/mL

Cizelge 4.13. Androstenedion referans aralik dogrulama caligmasi sonuglari

KADIN (ng/mL) ERKEK (ng/mL)
0.374 0.916
0.31 0.486
0.348 0.546
0.352 0.521
0.512 0.622
1.01 1.23
0.345 1.19
0.937 0.856
1.11 0.446
0.362 0.81
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Sekil 4.12. Androstenedion referans aralik dogrulama EP-evaluator analizi sonucu.

Referans aralik dogrulama g¢alismamizin sonuglar1 referans araliginin iginde

bulunmustur. Uyumsuzluk orani % 0 olarak tespit edilmistir. Gelistirilen LC-MS/MS

yonteminde

kullanilabilir.

Mayo Medical

4.1.9. Numune Stabilitesi

Laboratuvari

androstenedion referans

araliklar1

Androstenedion i¢in numune stabilitesinin tespitinde yapilan ¢alismanin

sonuclar1 ve dlgiimler arasi hesaplanan % biaslar Cizelge 4.14’de goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Numune stabilite caligma verileri

1.glin 15. glin | 30. giin | 45. glin 15. 30. 45.
Olgiilen | Olglilen | Olgiilen | Olgiilen | gin% | gin% | glin %
deger deger deger deger bias bias bias
(ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
Hasta | 2.73 2,54 2,18 1,39 -6,95 -20,15 | -49
serumu

Westgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) androstenedion

icin % bias 10,47 olarak verilmistir ve androstenedion i¢in numune stabilitesinin 30.

gilinde bozuldugu tespit edilmistir.
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4.1.10. Dondurma ve Cézmenin Etkisinin Belirlenmesi

Androstenedion

icin dondurma-¢ézme etkisini

belirlemek

icin  yapilan

calismanin sonuclar1 ve Olcliimler arasi hesaplanan % biaslar Cizelge 4.15°te

goriilmektedir.

Cizelge 4.15. Androstenedion dondurma-¢6zme etkisi calisma verileri

Ik okunan 1.don-¢o6z 2.don-¢6z 3.don-¢oz 4.don-¢0z
deger analiz analiz degeri | analiz degeri analiz
(ng/mL) degeri (ng/mL) (ng/mL) degeri
(ng/mL) (ng/mL)
Hasta 1.56 ng/mL. | 1.52 ng/mL | 1.59 ng/mL 1.51 ng/mL 1.3 ng/mL
serumu
% Bias -2,56 1,92 -3,2 -16,6

Westgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in %
bias 10,47 olarak verilmistir. Androstenedion i¢in yapilan dondurma ¢dzmenin
etkisinin belirlenmesi ¢alismasinda 4. okumada hesaplanan %bias degeri izin verilen

bias degerinden (%10,47) yiiksek ¢iktig1 i¢in 4. okumada bozulma tespit edilmistir.

4.2. LC-MS/MS, RIA ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmasi

LC-MS/MS, RIA ve ELISA ile yapilan androstenedion dl¢iimleri kiyaslanmig
ve aralarindaki iligki regresyon analizi ile belirlenmistir. Bu yontemlerle elde edilen
sonuclar EP Evaluator, MedCalc ve SPSS 21 programlar: kullanilarak hesaplamalari
yapilmistir.
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4.2.1. LC-MS/MS ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Serum androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuglarmin EP-Evaluator

programi kullanilarak yapilan kiyaslama sonuclar1 Sekil 4.13’te verilmistir.

. DEFAULT Scatte Plot DEFRULT Erorindex
15
B ol
. . P
b .
* ) . .
. . C / o Yoo .
L

. = . AN

i R

LI ’ W

s ’ !
"ot L
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I *
RA *
LMY .
I
.
B
: ki ) 3 i [
CusiS o Lonsis ngr)

Key Statistics
Number > TEa None
Error Index Range -0,23t0 0,66
Average Error Index 027
Coverage Ratio -
Deming Regression Statistics
¥ = Slope * X + Intercept
Correlation Coeff (R} 0,1033
Slope 18,412 (14,462 to 22,363)
Intercept -22 8753 (-29,1889 10 -16,5617)
Std Error Estimate 13,0588
N 87 of 80
Other Statistics X(LCMSMS) Y (ELISA)
Range 0,410 to 3,890 0,590 to 8,300
Mean 1 5D 14345 20,7086 3,5368  1,6486

Sekil 4.13. Androstenedion LC-MS/MS ve ELISA yontemlerinin EP-Evaluator

programinda kiyaslamasi

Serum androstenedion sonug¢larinin LC-MS/MS ve ELISA ile kiyaslanmasi

sonucu elde edilen korelasyon 0,1033 olarak bulunmustur.
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Serum androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuclarinin Deming regresyon

analizli yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.14’te verilmistir.

Meaethod >
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Method
=
W

Imnterce pt
Slope

Sample size
wariance ratio
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L 4_ il o . .
7‘ Q r . Og e
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0 5‘ ! 0 DEEQPDDQEDDD # o
ai S B Sy
u 3r 3 2 ¢ [UD il ’ o ]
. L ) ;
- - 3
i i | | | ) | 6 ul | | | | | | | |
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|c-ms/ms lc-ms/ms

lc_ms__ms
lc—-msfms

Reagaression Eqguation

¥y = 1,2163 + 11,5943 x
Parameter

ELISA
Mean Coefiicient of WVariation (%)
1, 4294 ¥.a0
2.5111 ¥.a0
=22
0,162
Coefficient Std.Error 95%6C
1,.2162 2, 7419 -5, 2210 to 82,6537
11,5942 2. 7210 -2,8140 to 7,0025

Sekil 4.14. Androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuclarinin Deming regresyon

grafigi ve verileri.
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Serum androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuclarmin Bland-Altman

analizli yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.15°te verilmistir.

2 5+1.96 SD
1L ° 1,3
0 -
< I “
s 1|
- B
W oL Mean
w | -2,1
> -3fF
)] i
5 4l
| B
S -1.96 SD
6 _ 5 - -55
-7 u| ! ° | ° ! | ! | ! | ! |
0 1 2 3 4 5
LCMSMS

Sekil 4.15. Androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuglarmin Bland-Altman grafigi

Bland-Altman grafigi verilerine gére LC-MS/MS O0l¢limlerindeki degerler
yiikseldikge ELISA/ LC-MS/MS orani {i¢ kata kadar ¢cikmaktadir.
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Serum androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuglarmin Passing and Bablok

analizli yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.16°da verilmistir.

10
o op
i Uuu :
ik WY
ARE e

0
uPDDDE

<
T

ELISA
ELISA - F(x)
P2y P

T

[

—_

[ a1
T

=1

=]

' | | | -157 L L | | | Q\
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lc-ms/ms lc-ms/ms

Wariable lc_ms__ms
loc—missims

Wariable Y ELISA
Sample size t=2=]

Wariable < Wariable Y
Lowest wvalues O, 4070 oO.52850
Highest valus 3.8900 85.2940
Arithhmetic mean 1., 4394 =2.5111
Median 1.2800 3.1 730
Standard dewviation O, 710= 1. 5582
Standard error of the mean o.0F757F o.17FG5=

Regression Equation

¥y =-28618 —+ 4. 9051 x
INntercept A -—=Z2.8515
o95%6c 1 -7F.5228 to -0, 8070
Slop=s B 4. 29051
o95%6c 1 3,.1918 to 82,3209
Cusurm test for linearity Significant dewviaticn from linsarity (P=0.071 )

Sekil 4.16. Androstenedion LC-MS/MS ve ELISA sonuglarmin Passing and Bablok

grafigi ve verileri.
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4.2.2. LC-MS/MS ve RIA Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Serum androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuglarinin EP-Evaluator

programi kullanilarak yapilan kiyaslama sonuclar1 Sekil 4.17°de verilmistir.

DEFAULT Scatter ot

DEFAULT ErrorIndex.

e

4
S g

Key Statistics
Number = TEa

Error Index Range
Average Error Index
Coverage Ratio

Deming Regression Statistics
Y = Slope * X + Intercept
Correlation Coeff (R)

Slope

Intercept

Std Error Estimate

N

Other Statistics
Range
Mean £ SD

None
-0,261t0 0,33
0,07

03712

1,085 (0,832 10 1,328}
0,4541 (0,0525 to 0,8557)
08387

89 0f 80

X (LCMSMS)
0,410 to 3,890
14254 20,7034

Y (RIA)

]
LOUSHS rg)

0,480 to 5,230
2,0004 £0,7250

Sekil 4.17. Androstenedion LC-MS/MS ve RIA yontemlerinin EP-Evaluator

programinda kiyaslamasi

Serum androstenedion sonuglarmin LC-MS/MS ve RIA ile kiyaslanmasi

sonucu elde edilen korelasyon 0,37 olarak bulunmustur.
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Serum androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuglarmin Deming regresyon

analizli yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.18’de verilmistir.
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o L= P .90
N 1. 9968 .20
Sample =iz =0
wWariance ratio o.S1=1

Reqression Euatiomn
v = 1., 0752 -+ 0,644= x

Faramester CoefMoci=snt Std.Error = =t |
INntercept 1. 0752 O, 2231 O.184F to 1. 9656
Slope O, S4a= O, =200 —O.0=21=1to 1,319

Sekil 4.18. Androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuglarinin Deming

regresyon grafigi ve verileri.
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Serum androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuglarinin Bland-Altman analizli

yapilarak elde edilen sonuclar1 Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. Androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuclarinin Bland-Altman grafigi

Serum androstenedion LC-MS/MS ve RIA sonuclarinin Passing and Bablok

analizli yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Andr

ostenedion LC-MS/MS ve RIA sonuclarmin Passing and Bablok

grafigi ve veriler
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4.2.3. RIA ve ELISA Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Serum androstenedion RIA ve ELISA sonuclarinin EP-Evaluator programi

kullanilarak yapilan kiyaslama sonuglar1 Sekil 4.21°de verilmistir.
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Deming Regression Statistics
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Intercept

Std Error Estimate

N

Other Statistics
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ProTime

01944

9,569 (7,543 to 11,595)
-15,50 (-19,78 to -11,21)
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87 of 30

X (RIA)
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1992073
024t0262
0,094 £ 0,385

INR
0,1940

9,565 (7,539 to 11,581)
7,747 (-9,889 to -5,604)
3,448

87 0790

¥ (ELISA)
06t083
351166
0,3010 4,15
1757 £0,830

Sekil 4.21. Androstenedion Androstenedion RIA ve ELISA yontemlerinin EP-

Evaluator programinda kiyaslamasi

Serum androstenedion sonuglarmim RIA ve ELISA ile kiyaslanmasi sonucu

elde edilen korelasyon 0,19 olarak bulunmustur.
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Serum androstenedion RIA ve ELISA sonuclarinin Deming regresyon analizli

yapilarak elde edilen sonuclar1 Sekil 4.22°de verilmistir.
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WAariance ratio 0,3231

Regression Eguation

¥ = -2 05328 + 2 7932 x

FParameter CToefficient Std Error S5 %1
Intercept =2 056322 O 9Za> =2, 2102 to -0, 2169
slope =Z2.TFToz= o, S5102 A FTF7Fo 1o 2. 2025

Sekil 4.22. Androstenedion RIA ve ELISA sonuglarinin Deming regresyon

grafigi ve verileri
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Serum androstenedion RIA ve ELISA sonuclarinin Bland-Altman analizli

yapilarak elde edilen sonuglar1 Sekil 4.23’te verilmistir.

S = N W H
L LN L L |

RIA - ELISA

&
O J 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1

Sekil 4.23. Androstenedion RIA ve ELISA sonuglarinm Bland-Altman grafigi
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Serum androstenedion RIA ve ELISA sonuglarmin Passing and Bablok analizli

yapilarak elde edilen sonuclar1 Sekil 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.24. Androstenedion RIA ve ELISA sonuglarinin Passing and

Bablok grafigi ve verileri
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4.2.4. LC-MS/MS, ELISA ve RIA Metodlarinin ROC Istatistigi Ile Kiyaslanmasi

LCMSMS
100 |-
Sensitivity: 93,3
Specificity: 83,3
80 Criterion: >1,08
>
S 60
‘»
S 40
n
20
O | | | l | | | l | | | l | | | l | | | l
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
Sample size 90
Positivegroup? 60(66,67%)
Negativegroup® 30(33,33%)
Area under the ROC curve (AUC) 0,919
Standard Errora 0,0351
95% Confidence intervalb 0,842 to 0,966
z statistic 11,936
Significance level P (Area=0.5) <0,0001

Sekil 4.25. LC-MS/MS ROC analiz sonuglari
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ELISA

100 -
80
> i
s 60r
8 i Sensitiv:ity: 50,0
$ 40| Specificity: 67,9
B _ Criterion: 2,942
20
0 I 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
Sample size 88
Positivegroup? 60(68,18%)
Negativegroup® 28(31,82%)
Area under the ROC curve (AUC) 0,546
Standard Errora 0,0672
95% Confidence intervalb 0,436 to 0,652
z statistic 0,682
Significance level P (Area=0.5) 0,4950

Sekil 4.26. ELISA ROC analiz sonuglar1
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RIA

100 -
80
> i
g 60 Sensitivity: 61,7
= i Specificity: 63,3
g | Criterion: >1,84
()] |
)] 40 i
20
0 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
Sample size 90
Positivegroup? 60(66,67%)
Negativegroup® 30(33,33%)
Area under the ROC curve (AUC) 0,559
Standard Errora 0,0665
95% Confidence intervalb 0,450 to 0,663
z statistic 0,881
Significance level P (Area=0.5) 0,3783

Sekil 4.27. RIA ROC analiz sonuglari
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100
80
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R7)
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o 40
20
oL,

0
Sample size

40 60 80
100-Specificity

100

88

Positivegroup?

60(68,18%)

Negativegroup® 28(31,82%)
Variable AUC SE? 95% CI°
LCMSMS 0,919 : 0,0369 0,842 to 0,967
ELISA 0,546 : 0,0672 0,436 to 0,652
RIA 0,566 : 0,0687 0,456 to 0,671
LCMSMS ~ ELISA

Difference between areas 0,374
Standard Error® 0,0872
95% Confidence Interval 0,203 to 0,544
z statistic 4,282
Significance level P < 0,0001
LCMSMS ~ RIA

Difference between areas 0,353
Standard Error® 0,0678
95% Confidence Interval 0,220 to 0,486
z statistic 5,209
Significance level P <0,0001
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ELISA ~ RIA

Difference between areas 0,0202
Standard Error® 0,118
95% Confidence Interval -0,211 to 0,251
z statistic 0,172
Significance level P =0,8638

Sekil 4.28. LC-MS/MS-ELISA-RIA ROC analiz sonuglar1

4.2.5. SPSS Istatistik Sonuclar

Laboratuar sonuglar1 ve yapilan ultrason muayenesi ile teshisleri
kesinlestirilmis 60 PKOS’ lu hasta grubu ve herhangi bir rahatsizligi bulunmayan,
ila¢ kullanmayan 30 kontrol grubundan olusan numunelerin 6l¢iilmesiyle elde edilen
sonuglar SPSS programinda istatistikleri yapilarak karsilastirilmis ve ELISA, RIA,
prolaktin ve TSH sonuglar1 parametrik dagilim gosterirken, LC-MS/MS, FSH, LH ve
E, sonuglar1 non-parametrik dagilim gdstermistir. Olciilen bu degerlere ait ortalama

ve SD’leri Cizelge 4.16°da gosterilmistir.

Cizelge 4.16. Hasta ve kontrol grubu ortalama ve SD’leri

ORTALAMA £SD
Parametreler PKOS (n:60) KONTROL (n:30) p

*LC-MS/MS 1,43 +0,69 0,89+0,32 <0,001
*ELISA 3,51£1,72 3,46+1,54 0,669
*RIA 2+0,76 2,02+0,64 0,536

YAS 22+2 .83 21+7,9 0,51
FSH 6,35+1,56 8,82+8.8 0,87

LH 10,26+5,93 10,72+5,53 0,311
E2 40,5+15,9 374+59,7 0,002
PROLAKTIN 20,97+10,3 21,35+10,7 0,638

TSH 2+0,97 1,98+1,47 0,9

*: LC-MS/MS, ELISA ve RIA androstenedion sonuglarina gére kiyaslanmustir.

Parametrik dagilim gosteren ELISA, RIA, prolaktin ve TSH sonuclarinda
independent simple t testi uygulanmistir. Swrasiyla p degerleri 0,669, 0,536, 0,638,
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0,9 olarak bulunmustur. Pkos grubu ve kontrol grubu arasinda bu ol¢iimler icin

herhangi bir farka rastlanmamustir.

Non-parametrik dagilim gosteren LC-MS/MS, FSH, LH ve E, sonuglar1 i¢in
Mann- Whitney U testi yapilmistir. Sirasiyla p degerleri <0,001, 0,87, 0,311, 0,002

olarak bulunmustur.

SPSS’te yapilan korelasyon analizinde LC-MS/MS ve RIA’nin arasinda
androstenedion dl¢iimleri agisindan (+) korelasyonu bulunmaktadir, p<0,001 oldugu

icin bu korelasyon giicliidiir ve R* degeri 0,363 tiir.
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5. TARTISMA

Adrenal bez yasam i¢in zorunlu olan ve organizmanin genel fizyolojik diizenini
saglamada is goren Oonemli endokrin organdir ve bu bezde meydana gelebilecek
herhangi bir sorun androjenlerin miktarimi degistirip cesitli hastaliklara yol agabilir.
Bu nedenle androjenlerin miktarint belirlemede dogru bir Olgiim ydntemi ve
steroidleri hizli, genis bir yelpazede 6lcebilecek metodlar kullanmak énemlidir (Koal
ve ark 2012). Steroidlerin molekiiler agirliklarinin diisiik olmasi1 ve molekiiler
yapilarinin birbirlerine benzemesi 6l¢iim metodlar1 arasinda en giivenilir olan1 ve en
hassas Olclim yapan yontemi tercih etmeyi gerekli hale getirmistir. Rutin
laboratuarlarda kullanilan yOntemlerle kiyaslandiginda, yapilan analizlerde
interferans sorununu ortadan kaldirmasi, ayni anda ¢ok sayida steroidi az bir numune
ile calisabilme imkani vermesi, sensitive ve spesifitesinin fazla olmasi sebebiyle LC-
MS/MS cihazlarmin 6nemi artmaktadir (Soldin ve ark 2005, Khajuria ve ark 2007,
Van den Ounweland ve Kema 2011, Upreti ve ark 2014).

Calismamizda LC-MS/MS’te androstenedion i¢in metot validasyonu CLSI
kurallarina gore tamamlanmis, 60 PKOS’ lu hasta grubu ve 30 kontrol grubundan
olusan numunelerin 6l¢iilmesiyle elde edilen sonuglarin ELISA ve RIA metodlariyla

kiyaslamasi da yapilmstir.

Metot validasyonu caligmasinda en yliksek intensiteye sahip Q1 ve Q3 iyonlar1
sirastyla androstenedion i¢in 287,1/97, izotop (d5) i¢in ise 352,2/113,1 olarak
belirlenmistir. IS 5500 volt, sicaklik 600 0C, total flow 0,5 ml/dk en yiiksek
intensitenin elde edildigi cihaz parametreleri olup metod bu parametlerle

uygulanmigstir.

Metot validasyon calismasinda androstenedion i¢in 0,097- 50 ng/mL araligi
lineer bulunmus, linearite grafigi ¢izilmis ve korelasyon katsayist (R?) degeri 0,9987
olarak hesaplanmustir. Khajuria ve ark (2007) de androstenedion i¢in R? degerini
0,999 olarak bulmusradir. CLSI kurallarma gore R* degerinin >0,99 olmasi
istenmektedir. Androstenedion i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranma gore
belirlenen dedeksiyon limiti 0,097 ng/mL , kantitasyon limiti 0,195 ng/mL olarak
tespit edilmistir.

Tekrarlanabilirlik c¢alismasinda 20 ng/mL, 2 ng/mL ve 0,3 ng/mL’lik

konsantrasyonlar hazirlanarak calisma i¢i ve giinlerarasi tekrarlanabilirlik caligmasi
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yapilmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik calismasinda elde edilen %CV’ler sirasiyla
%4,7, %6,4 ve %]11,7 olarak bulunmustur ve biitiin konsantrasyonlar igin
tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeyin i¢cinde bulunmustur. Calisma ici
tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda 20 ng/mL ve 2 ng/mL’lik konsantrasyonlar i¢in
tekrarlanabilirlik %CV’leri swasiyla %2,9 ve %8 olarak bulunmus ve bu
konsantrasyonlar ic¢in tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeyin icinde iken, 0,3
ng/mL’lik konsantrasyon icin elde edilen %CV %7,7 tekrarlanabilirlik kabul
edilebilir diizeyin {istline bulunmustur. Bizim i¢in androstenedionun yiiksek
konsantrasyonlar1 patoloji yaratabileceginden dolay1 alt sinirlardan ziyade metodun

iist smirlar1 sorunsuz 6lgmesi 6nem tagimaktadir.

Geri elde ¢alismasinda {i¢ konsantrasyon icin % ortalama geri elde degeri %
88,7 olarak bulunmustur ve bu deger standartlara uygundur. Kushnir ve ark’nin

(2010) yaptiklar1 ¢alismada geri elde %79 olarak bulunmustur.

Androstenedion i¢in molekiiler yapisi androstenediona benzer olan DHEA,
aldosteron ve kolesterol ile interferans calismasi yapilmis ve elde edilen bias
degerleri izin verilen bias degerlerinden (10,47) kiigiik oldugu i¢in androstenedion
molekiilii ile DHEA, aldosteron ve kolesterol arasinda interferans olmadigi kabul
edilmistir. Methline ve ark lar1 (2013) te yaptiklar: interferans ¢caliymasinda herhangi

bir interferans etkiye rastlamamaiglardir.

Tasima ¢alismasi1 sonucu EP-evaluator analizi ile degerlendirildiginde 0,026
olarak tespit edilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farkin (0,026) total izin verilen
hatadan (23,51) kiiglik olmas1 durumunda tasima hatasi1 olmadig1 sdylenir. Bizim

calismamizda da 6nemli bir tagima etkisinin olmadig1 sonucu elde edilmistir.

Martiks etkisi ¢alismasi i¢in 20 ng/mL, 2 ng/mL ve 0,2 ng/mL androstenedion
standartlar1 kulanilarak gerceklestirildi sirasiyla % matriks etkisi -8,1, 9,1 ve 9,6

olarak bulunmustur ve herhangi bir matriks etkisine rastlanmamustir.

Referans aralik dogrulama caligsmasi i¢in 20 saglikli kadin ve erkekten alinan
serum numuneleri LC-MS/MS yontemiyle analiz edildi ve elde edilen sonuglar Mayo
Medical Laboratuvar1 androstenedion referans araliklar1 ile karsilastirildi. Referans
aralik dogrulama c¢alismamizin sonuglar1 referans araliinin i¢inde bulunmustur.

Uyumsuzluk oranm1 % 0 olarak tespit edilmistir. Gelistirilen LC-MS/MS yonteminde
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Mayo Medical Laboratuvarinda belirtilen androstenedion referans araliklari

kullanilabilir.

Nunumune stabilitesinin tespitinde yapilan caligmada ilk Olgiime gore
hesaplanan % biaslar 15. giin %-6,95, 30. gin %-20,15, 45.giin %-49 olarak

bulunmustur. Westgard’in web  sitesinde (www.westgard.com/biodatabase)

androstenedion i¢in % bias 10,47 olarak verilmistir ve androstenedion i¢in numune
stabilitesinin 30. giinde bozuldugu tespit edilmistir. Kushnir ve ark lar1 (2010)
yaptiklar1 numune stabilitesi ¢alismasinda -20 °C serum androstenedion seviyelerinin

her hafta miktarinin %15 diistiiglinii tespit etmislerdir.

Dondurma-¢6zme etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada ilk 6l¢ctime gore
hesaplanan % biaslar 1.don-¢6z analiz i¢in %-2,56, 2.don-¢6z analiz i¢in %1,92,
3.don-¢6z analiz i¢in %-3,2, 4.don-¢6z analiz i¢in %-16,6 olarak bulunmustur.
Androstenedion i¢in yapilan dondurma ¢6zmenin etkisinin belirlenmesi ¢alismasinda
4. okumada hesaplanan %bias degeri izin verilen bias degerinden (%10,47) yiiksek

¢iktigi icin 4. okumada bozulma tespit edilmistir.

LC-MS/MS, ELISA ve RIA yontem karsilastirma ¢alismasinda ii¢ yontem ile
serum androstenedion Ol¢iimii kontrol ve hasta grubu olmak {izere iki grup ile

gergeklestirilmis ve sonuglarin regresyon analizleri yapilmistir.

LC-MS/MS ve ELISA karsilagtrma ¢alismasinda slope degeri 18,412, inter-
cept -22,87 ve r* degeri 0,1033 olarak bulunmustur. Bland-Altman grafigi verilerine
gore LC-MS/MS okunan degerler yiikseldikce ELISA/ LC-MS/MS oranida ii¢ katina
kadar ¢ikabilmektedir.

LC-MS/MS ve RIA karsilastirma ¢alismasinda slope degeri 1,085, intercept
0,4541 ve r* degeri 0,3712 olarak bulunmustur. RIA; ELISA’ ya gére sonuglar1 daha
diisik ve LC-MS/MS degerlerine yakin okumustur. Ancak hasta grubu tespitinde
LC-MS/MS diger metodlardan {stiinliikk saglamistir. Hsing ve ark (2007)’nin
yaptiklar1 ¢alismada da RIA ve LC-MS/MS arasinda korelasyon tespit etmislerdir
fakat RIA’ya gore LC-MS/MS’in diisiik miktardaki steroidleri, daha iyi okudugu
gosterilmistir. Yine Keefe ve ark (2014) yaptiklar1 calismada RIA nin LC-MS/MS’e

gore sonuglar1 yliksek okudugunu belirtmislerdir.
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RIA ve ELISA karsilastirma calismasinda slope degeri 9,57, intercept -15,5 ve
1* degeri 0,19 olarak bulunmustur. Bland-Altman grafigi verilerine gére ELISA’nm ,

RIA’dan daha yiiksek okudugunu tespit ettik.

ROC istatistik analiz sonuclarina gére LC-MS/MS- ELISA ve LC-MS/MS-
RIA kiyaslamasinda fark varken (p<0,0001), ELISA-RIA arasinda herhangi bir farka
rastlanmadi (p= 0,8638).

Metot karsilastrma calismasinda ELISA’nin diger metotlara gore sonuglari
olduk¢a yiiksek okudugunu ve diger metodlarda sonuclar arttikca ELISA‘da bu
yiiksekligin ti¢ kata kadar ciktigmi tespit ettik. Keefe ve ark’lar1 (2014) yaptiklar:
calismada, LC-MS/MS’e gore diger metotlarin steroid 6l¢iimlerinde sonuglar1 yiiksek
verdigini sOylemislerdir.  ELISA sonuc¢larmin bu kadar yiiksek ¢ikmasinda
interferansin rolii olabilecegini diistinmekteyiz. Yine Janse ve ark (2011) yaptikar1
calismada diisiik konsantrasyona sahip steroid miktarlarinin Olglimiinde LC-
MS/MS’in RIA ya gore istilinliik sagladigini, hassaslik ve spesifiklik acisindan da

tercih edilmesi gerektigini vurgulamiglardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Serum androstenedion oOl¢iimii, kadnlarda hirsutizm sebebiyle yapilan
arastrmalar icin  yOnlendiricidir. Hirsutizm vakalarmin  %60’mnda serum
androstenedion konsantrasyonlarmin yiiksek bulundugu bildirilmistir. Polikistik over
sendromu, tami kriterleri ve populasyonlardaki sikliklar1 degisiklik gdstermesine
ragmen, dogurganlik yasindaki kadinlarda en sik gozlenen hormonal bozukluktur.
Sendromun klinikte karsimiza ¢ikan en sik bulgular1 anovulasyon / oligomenore,
hirsutizm, akne, obezite ile karsimiza ¢ikmaktadir. PKOS’lu kadmlarda anovulasyon
ve yiksek Ostrojen maruziyeti nedeniyle endometriyal hiperplazi ve endometriyal

kanser riski de artmistir (Gluszak ve ark 2011, Pasquali ve ark 2013).

ELISA ve RIA yontemleri; uygulama zorluklari, radyoaktif materyalin
uzaklastirilmasmin gerekmesi, 6zellikle interferans sebebiyle selektivitelerinin diistik
olmasi, ayn1 drnekten yapilan analizlerde farkli sonuglar elde edilmesi, tek seferde

sadece bir analitin tayin edilebilmesi LC-MS/MS’e gbre dezavantaj saglamaktadir.

CLSI kurallarna gore LC-MS/MS’te androstenedion i¢in validasyon
tamamlanmis ve RIA ve ELISA yontemleriyle karsilastirma ¢alismasi yapilmig LC-
MS/MS’in 6zellikle de hasta ve kontrol grubu ile yapilan 6l¢iimlerde ELISA ve RIA

yontemlerine gore tan1 koymada daha etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Yiiksek sensitive ve spesifite ile daha dogru hasta sonuglar1 verebilmek i¢in

LC-MS/MS kullanimin1 6nermekteyiz.
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EK A: Etik Kurul Raporu

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARARLARI

Toplanti Sayisi: 2013/09 Toplanti Tarihi : 18.06.2013

Karar Sayis1 2013/195 S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr.
Ali UNILUniin, “Serum Androstenedion Olgiimiinde Immunoassay ve Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle
Spektrometre (LC-MS/MS) Metodlarinin Karsilastirilmast™ baslikli arastirmasinin degerlendirilme talebi ile
ilgili 10.06.2013 tarihli dilekgesi ve ekleri gorugiildii.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Prof.Dr. Ali UNLU’niin, “Serum Androstenedion
Olgtiminde Immunoassay ve Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) Metodlarinin
Kargilagtirilmas1” adli arastirmanin kabuliine, BAP destegi alindiktan sonra protokolin dosyaya ilave
cdilmek tizere Etik Kurul sekretaryasina teslim edilmesine oy birligi ile karar verildi.
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