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1. GIRIS VE AMAC

Kortizol viicuttaki en 6nemli glukokortikoid hormondur. Adrenal korteksin
zona fasikiilata tabakasindan sentezlenir. Kortizol, enerji metabolizmasi, elektrolit
dengesi ve kan basincinin idamesi, immiinmodiilasyon, stres yaniti, hiicresel ¢ogalma
ve diferansiyasyon gibi birgok hayati faaliyetin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri
vardir. Bu hormon insan fizyolojisinde 6nemli rol oynamakla birlikte, birgok
hastaligin tanisinda da 6nemli bir markerdir. Hepatik metabolizmasinda ¢ok sayida
metabolik doniisiim s6z konusudur. Bunlarin en 6nemlisi, kortizoliin 5a- ve 5p-
rediiktaz ile geri doniislimsiiz olarak dihidrokortizole indirgenmesidir. Kortizol,
ayrica, 11B-hidroksisteroid dehidrogenaz ile biyolojik olarak inaktif olan kortizona
doniistiiriilir. Bu dontisiim 11p-hidroksisteroid dehidrogenaz izoenzimleri tarafindan
katalize edilir. Doku ve viicut sivilarindaki kortizol konsantrasyonu 1183-
hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 ve tip 2 enzimleri ile kontrol altinda tutulur.
Kortizol ve kortizon ic¢in uygulanacak kombine test pek ¢ok bozuklugun

degerlendirilmesinde potansiyel olarak faydali olacaktir.

Geleneksel olarak antikor bazli yontemler, serum kortizol analizi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ydntemler kortizon ve diger steroid metabolitlerden
kaynaklanan girisimlere maruz kalabilirler. Bu nedenlerden dolay1r kromotografik
yontemlerle kortizol 6l¢iimiiniin immunoassay yontemlerden daha dogru oldugu 6ne
stiriilmistiir. Kiitle spekrometresi bazli yontemler son donemde 6zellikle kortizol ve
kortizon 6l¢timii i¢in ilgi ¢ekicidir. Kortizol ve kortizon 6lglimii igin LC-MS\MS
tabanli yontemler bulunmaktadir. Benzer sekilde idrar kortizol Ol¢limiinde
immunoassay yontemlerin simirlamalar1 idrar kortizol diizeyinin 6lgiilmesinde
spesifik kromotografik yontemlerin gelismesine 151k tutmustur. Bu kromotografik
yontemler kortizol 6l¢limiinde sadece interferansi azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda

kortizoliin endojen metaboliti olan kortizon Sl¢limiine de olanak saglar.

Yontem degerlendirme ¢alismalarinda hedef yeni yontemde olabilecek
mevcut hatalarin oranmi saptamaktir. Bu amagla gerekli protokollere uyularak
deneysel calismalar gerceklestirilir. Elde edilen sonuglara gore yontemin
performansinin yeterli olup olmadigina karar verilir. Bir yontemin performansi;

analitik dogrulugu, hassasiyeti, tekrarlanabilirligi, spesifikligi, interferans, linearite



siirlar1 gibi bir ¢ok agidan degerlendirilerek Slgiiliir. Kortizol diizeyinin belirlenmesi
pek cok hastaligin tanisinda ve takibinde Onemlidir. Bu nedenle kullandigimiz
yontemin spesifitesi ve sensitivitesi yiiksek olmalidir. Bu ¢alismada serum ve idrar
kortizol ve kortizon diizeyin belirlenmesinde analitik interferansin azaltilmasi ve
dogrulugun arttirilmas: amaciyla Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre
(LC-MS/MS)’de CLSI kurallarina uygun yeni bir 6l¢iim metodu gelistirilmesi
planlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, gelistirilen metodun diger Olgiim
yontemleriyle olan uyumunun, kemiliiminesans immunoassay ve ELISA yontemleri
ile Kkarsilastirilarak belirlenmesi ve klinikteki kullanim potansiyelinin ortaya

konulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Adrenal bez anatomisi ve fizyolojisi

Adrenal bezler (siirrenal gland, glandula suprarenales, bobrekiistii bezi)
insanda onbirinci torakal vertebra diizeyinde retroperitoneal olarak her iki bobregin
iist kutbunun i¢ yanina yerlesmis sarimsi renkteki, endokrin yapidir (Sekil 2.1) (Bas,
2008). Uzunlugu 3-5 cm olup, kalinligi da 4-6 mm’dir. Agirhigr ise yaklasik olarak
3,5-5 gr’dir (Aktiimsek, 2001; Erdogan, 1996). Esas bezin cevresindeki bag dokusu
icinde sadece korteks dokusu igeren ve glandula suprarenalis accessoriae denilen
kiiglik bezler yer alabilir. Bobrek iistii bezlerinde dista korteks, i¢te medulla
katmanlar1 bulunur (Castonzo, 1999).

Adreanal
gland
2] Q

SAG ADRENAL
GLAND

SOL ADRENAL
GLAND

Sol inferior
suprarenal arter

Sag renal arter Sol renal arter

Sag renal ven Sol renal ven

Inferior vena cava Abdominal aort

Sekil 2.1. Adrenal glandlarin sematik gorinimu
(http://classroom.sdmesa.net/eschmid/Chapter13-Z00145.htm).

Adrenal korteks; ¢esitli hormonlarin salgilanmasinda gorevlidir ve yasam
icin gereklidir. Cift tarafli olarak ¢ikarilmasi durumu yasamla bagdasmaz. Korteks
distan ice dogru farkl tiplerde steroid sentezleyen ii¢ katmandan olusur. Kapsiiliin
hemen altinda yer alan glomeruloza katmani mineralokortikoidleri, orta kat zona
fasikulata glukokortikoidleri ve en i¢te bulunan zona retikularis katmani ise seks

steroidlerini sentezler (Erdogan, 1996; Junqueira ve ark, 2005; Wrobel ve ark, 1999).


http://classroom.sdmesa.net/eschmid/Chapter13-Zoo145.htm

Adrenal medulla; yasamsal olarak gerekli bir yap1 degildir. Medulla’nin
¢ikarilmasi durumunda 6nemli bozukluklar olusmaz. Katekolaminleri (adrenalin ve
noradrenalin) salgilayan kromaffin hiicreler ile tek ya da kii¢iik gruplar halindeki
sempatik gangliyon hiicrelerinden olusur, yoklugu kromaffin paragangliyonlar

tarafindan doldurulur (Aktiimsek, 2001; Erdogan, 1996) (Ozan, 2005).
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Sekil 2.2. Adrenokortikal hormonlarin bdbrekiistii bezi korteksinin  farkl
bolgelerinden salmimi  (http://imueos.wordpress.com/2010/04/27/adrenal-steroid-
hormones/).

Sekil 2.2°de goriildigi gibi, bobrek iistii bezi medulla (adrenal medulla) ve
korteks (adrenal korteks) olmak tizere iki farkli yapidan olusur. Bezin %20’sini
olusturan ve merkezde bulunan adrenal medulla sempatik sinir sistemi ile iliskilidir.
Sempatik uyariyla epinefrin ve norepinefrin hormonlarini salgilar. Adrenal korteks,
kortikosteroidler olarak siniflandirilan tamamen farkli bir grup hormon salgilar. Bu
hormonlar kolesterolden sentezlenir, benzer kimyasal formiile sahiptir. Bununla
birlikte molekiiler yapilarindaki kiiclik degisiklikler bircok farkli ve 6dnemli islevleri
gerceklestirmelerine imkan saglar. Adrenal korteks 3 farkli tabakadan olugmustur.

Sekil 2.2°de bobrek {istii bezi korteksinin tabakalar1 goriilmektedir.
Bu tabakalar sirasiyla asagida agiklanmistir;

1) Kapsiiliin hemen altinda yer alan zona glomeriiloza korteksin yaklagik olarak
%15’ini olusturur. Bu hiicreler adrenal bezde aldosteron salgilayabilen tek hiicre
grubudur, clinkli aldosteron sentezi icin gerekli olan aldosteron sentaz enzimine
sahiptirler. Burada renin-anjiotensin sistemi ve potasyum ile aldosteron sentezi

diizenlenir (Greenspan ve ark, 2004).



2) Ortada yer alan ve en genis tabaka seklinde bulunan zona fasikiilata adrenal
korteksin hemen hemen %75’ini olusturur. Bu tabakada kortizol ve kortikosteron
gibi glukokortikoidler ve ayn1 zamanda az miktarda adrenal adrojenler ve Ostrojenler
salgilanir. Bu hiicrelerin salgilarinin kontrolii biiyiik o6l¢iide adrenokortikotropik
hormon (ACTH) vasitasiyla hipotalamus-hipofiz aksi tarafindan gergeklestirilir.
ACTH eksikligi ya da fazlaliginda zona retikiilaris ile birlikte bu tabakada atrofi,
hipertrofi ve hiperplazi gergeklesir. ACTH uyarisi ile zona fasikiilata da akut kortizol
tretimi  gergeklesirken, zona retikiilarisin ACTH uyarisina katkis1 ise bazal
glukokortikoid salimmin devamimi saglamak yoniindedir. Clear hiicreler olarak
bilinen lipit icerigi fazla, biiyiik hiicreler de bu tabakada bulunur (Greenspan ve ark,
2004).

3) Zona retikiilaris, korteksin en derin tabakasi olup adrenal androjenler
dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion ile az miktarda Ostrojen ve bazi

glukokortikoidlerin salgilanmasini gergeklestirir (Hall, 2010).

Tablo 2.1’de adrenal korteks tabakalar1 ve bu tabakalardan salgilanan

hormonlar ve etkileri 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Adrenal glandin anatomisi ve hormonlari.

Adrenal Tabaka

Ana Hormonlar

Etki

Korteks

Zona glomeruloza
Zona fasikulata

Zona retikularis

Aldosteron

Kortizol
Dihidroepiandrosteron
Androstenedion

Mineralokortikoid
Glukokortikoid

Adrenal androjen

Medulla

Epinefrin

Katekolamin

2.2. Steroid biyokimyasi

Adrenal kortekste iretilen major hormonlar, minerolokortikoidler,

glukokortikoidler ve adrenal androjenlerdir. Steroidlerin iskeleti,

siklopentanoperhidrofenantren halkasindan olusur (Castonzo, 1999). Fenantren

cekirdegi tig-altili halka yap1 (A, B ve C)’den olusur, siklopentan halkas1 (D) bu



yapiya baglanir. Bilesigin hidrojen atomlariyla doygunlugunu perhidro 6n eki
gosterir. Bu gruptaki bilesikleri; kolesterol, safra asitleri, cinsiyet hormonlar1 vitamin
D gibi dogal steroidler ve adrenal steroidler olusturur. Steroid hormonlar, Sekil 2.3’te
goruldiigi gibi, 21 (C21 steroid) karbon atomu igerirler ve ii¢ boyutlu molekiillerdir.

Atomlarinin farkli diizlemde bulunmasi durumunda izomerleri olusur (Tietz, 2006).

21 22 24 26
”’h

”"4. A
1 18

Sekil 2.3.  Steroidlerde ortak  yapilar ve numaralandirma = sistemi
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Steroid_numbering.png).

2.3. Glukokortikoidler

Kortizol, glukokortikoid etkinligi en fazla olan hormondur. Kortizon,
kortizoliin metabolitidir ve ikinci derecede glukokortikoid etki gdsterir.
Kortikosteron da zona glomeriilozadan salinmasina ragmen glukokortikoid aktivite
gosterir.  17a-hidroksilaz  enzim defektinde, kortikosteronun glukokortikoid
etkinliginden dolay1, glukokortikoid eksikligine dair bulgu goriillmez (Miller, 2009;
Nimkarn ve ark, 2011; Therrell, 2001).

2.4. Kortizol biyosentezi

Tim steroid hormonlar gibi kortizol sentezi de kolesterolden baslar.

Kortizoliin molekiiler yapist Sekil 2.4’te verilmistir.

Sekil 2.4. Kortizoliin molekiiler yapisi
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cortisol2.svg).



Adrenal bez icginde asetat sentezi olmakla birlikte kolesteroliin temel
kaynagini plazma lipoproteinleri olusturur. Adrenal beze gelen kolesteroliin %80’
diisiik yogunluklu lipoproteinden (LDL) saglanir. Steroidojenik akut regiilatér
protein (StAR), steroidojenik uyariya yanitt diizenler. Mitokondri igerisine kolesterol
taginmasini arttirir. Mitokondri i¢inde gerceklesen ve adrenal steroid sentezinin hiz
kisitlayict basamagi olan reaksiyon, kolesteroliin ACTH kontroliinde pregnenolona
doniistimiidiir. Pregnenolon diiz endoplazmik retikulumda CYP17 ile 17 a-
hidroksipregnenolona doniisiir. 17 a-hidroksipregnenolon da yine diiz endoplazmik
retikulumda 3 hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi ile 17a-hidroksiprogesterona
doniistir. Reaksiyon 21-hidroksilasyon basamagini igeren mikrozomal CYP21A2
enzimi ile devam eder ve 11 deoksikortizol sentezi gerceklesir. 11 deoksikortizol
olusumu gergeklestikten sonra mitokondride CYP11B2 enzimi ile kortizol sentezi
tamamlanir (Sekil 2.5) (Greenspan ve ark, 2004).
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Sekil 2.5. Kortizol sentez basamaklar1 (Burtis ve ark, 2012).




2.5. Kortizol sentezinin diizenlenmesi

Kortizol salinmasi hipotalamus-hipofiz-adrenal aks (HHA) sistemi ile
diizenlenmektedir (Sekil 2.6). Plazma kortizol diizeyi ACTH ile paralellik gosterir
(Greenspan ve ark, 2004).

Major negatif
feedback

Hipotalamus \/

CRH
ADH \
Pr()sliilfl?iﬂitruar — Minor negatif
feedback
Anterior hipofiz
ACTH
Adrenal
bez

>

Plazma kortizolii

Sekil 2.6. Kortizol sentezinin diizenlenmesi (Burtis ve ark, 2012).

2.5.1. Kortikotropin salgilatici hormon (CRH)

Hipotalamusun paraventrikiiler niikleusuna yerlesmis hiicrelerinden salinan
41 aminoasit iceren peptit yapida bir hormondur (Elbiiken, 2011). Hipofizdeki
spesifik reseptorlerine baglanarak siklik AMP ve protein kinazlar1 aktive eder. Bunun
sonucunda proopiyomelanokortin (POMC) geni transkribe olur ve ACTH salinir.
CRH salinimi pulsatildir (White ve ark, 1986).

2.5.2. Adrenokortikotrofik hormon (ACTH)

ACTH 6n hipofizden salinan, 39 aa iceren POMC ailesinden peptit yapida bir
hormondur ve zona fasikiilatay1 uyararak kortizol salinmasina neden olur (Elbiiken,
2011). ACTH salimmas1 CRH ve arjinin vazopressin ile uyarilmaktadir (Ghayee ve
ark, 2007). Glukokortikoidler hipofiz ve hipotalamus diizeyinde etki gostererek HHA
aks1 baskilarlar. Erken ve geg¢ feed back etkiler bulunmaktadir. Erken feed back etki
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hipofiz diizeyinde olup, CRH yanitin1 baskilarken, ge¢ feedback etki ise hem hipofiz
hem de hipotalamus diizeyindedir (Sekil 2.7) (Talan, 2010).

Hipotalamus —'—‘Hipofiz — Adrenal Korteks —— Kortizol
T CRH ACTH

- feedback

Sekil 2.7. Kortizoliin feedback diizenlenmesi

ACTH, melanin stimiile edici hormon (MSH) ile yapisal olarak benzerdir.
ACTH fazlaligi bu nedenden dolayr cilt renginde koyulagsmaya sebep olabilir
(Berenbaum, 2001; Johannsen ve ark, 2006; Kandemir ve ark, 1997). ACTH adrenal
korteks membran reseptdriine baglanir, CAMP {izerinden protein kinazlari aktive eder
(Camurdan, 2013). Steroidojenik enzimlerin transkripsiyonu ve translasyonu ACTH
etkisiyle artar. Adrenal kortekste serbest kolesterol miktarin1 ve mitokondri icine

kolesterol girisini arttirir (White ve ark, 2000).

ACTH, hormonlarin sentezinde oldugu kadar salinmasinda da etkilidir.
Adrenal korteksin kan akimimi arttirarak hormonlarin dolasima ge¢mesini saglar

(Berenbaum ve ark, 2004).

2.5.3. Noroendokrin kontrol

Noroendokrin kontrol {ic mekanizma ile gerceklesir. Bunlar, ACTH’in
sirkadian ritmi, HHA aksin stres yaniti ve kortizoliin geri bildirim inhibisyonudur

(Greenspan ve ark, 2004).
2.5.3.1. Sirkadien ritm

Kortizol salimmin CRH ve ACTH ile diizenlenen diiirnal bir ritim vardir.
Sabah 04:00-06:00 saatleri arasinda salimi en yiiksek diizeydedir. Giderek azalarak
saat 22:00-02:00 saatleri arasinda en diisiik diizeye iner. Giindiiz ve gece 30-120
dakikalik dongiilerle salinir (Camurdan, 2013). Uyanma ile birlikte salim1 azalirken,

yemek yeme ve egzersiz sonrasinda ise artig gosterir. Uyku-uyaniklik, aydinlik-
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karanlik maruziyeti, yeme zamanina bagli olarak kisinin kendi i¢inde ve kisiler
arasinda sirkadien ritimde farkliliklar goézlenebilir. Fiziksel ve psikolojik streslerde,
merkezi sinir sistemi ve hipofiz hastaliklarinda, Cushing sendromunda, karaciger
hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, alkolizm ve siproheptadin gibi ilaglarin

kullanilmast durumunda sirkadien ritm degisebilir (Greenspan ve ark, 2004).
2.5.3.2. Stres yaniti

Fizyolojik stres durumunda plazma ACTH ve kortizol diizeyleri artmaya
baslar. Stres yaniti merkezi sinir sistemi yoluyla hipotalamustan CRH, dolaysiyla
hipofizden de ACTH salgisim arttirir (Greenspan ve ark, 2004). immiin sistem de
HHA aks diizenlemesinde etkilidir. Sistemik infeksiyonlar ve c¢esitli inflamatuar
sitokinler HHA aks1 aktiflestirerek, CRH ve ACTH iizerinden kortizol salinmasini
arttirrrlar (Turnbull ve ark, 1999).

2.5.3.3. Feedback inhibisyon

Glukokortikoidler hipofiz ve hipotalamus diizeyinde etki ederek CRH ve
ACTH salgisim baskilarlar (Greenspan ve ark, 2004). Siirekli yiiksek doz
glukokortikoid maruziyetinde CRH ve ACTH diizeyleri baskilanir ve zona retikiilaris
ve zona fasikiilata atrofisi goriilebilir (Keller-Wood ve ark, 1984).

2.6. Kortizoliin plazmada tasinmasi

Steroid hormonlar %90-98 oraninda spesifik baglayici proteinlere ya da
albumine baglanir. Plazmada serbest olarak siilfath ya da glukronid formda
dolagirlar. Kortizol temel olarak kortizol baglayict globuline (CBG) baglanir (Tietz,
2006). Baglanma miktar1 ve metabolik inaktive edilme hizi kortizoliin plazma yari
omriinii belirler . Baglh durumda steroidler inaktif haldedir ve bu durum metabolik
Klirensi geciktirir. Boylece dolagimdaki kortizol havuzu saglanmis olur ve plazma
serbest kortizolii epizodik dalgalanmalardan korunur (Greenspan ve ark, 2004).
Kortizol plazmada %80-90 arasinda CBG’ne, %7 oraninda albumine baglanirken,
%2-3 oraninda serbest olarak bulunur (Tietz, 2006). Serbest fraksiyon biyolojik
olarak aktif olan form olup, ACTH ile regiile edilir (Greenspan ve ark, 2004).
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2.6.1. Kortikosteroid baglayici globulin (CBG)

58 kDa agirliginda 383 aa igeren karacigerde sentezlenen az-globulindir
(Hammond ve ark, 1991; Rosner, 1991). Serin protez ailesindendir (Law ve ark,
2006). CBG’nin kortizole baglanmasi yiiksek afinite ile olur. Yaklasik olarak
25ug/Lkortizol baglayabilir (Greenspan ve ark, 2004). Bu degerin {iistiindeki kortizol
degerlerinde  goreceli olarak serbest kisim artar (Brien, 1981). CBG
konsantrasyonunu Ostrojenler arttirir. Gebelikte CBG iki-ii¢ kat artar. Kronik aktif
hepatitli bazi hastalarda da CBG konsantrasyonu artabilir. Bobrekten kaybin
artmasina bagli olarak nefrotik sendromda, karacigerde sentezin azalmasina baglh
olarak sirozda, metabolizmanin hizlanmasina bagli hipertiroidizmde ve
glukokortikoid tedavisinde CBG konsantrasyonu diiser. CBG konsantrasyonundaki
degisimle birlikte total kortizol konsantrasyonu degisse bile HHA aks normal oldugu

slirece serbest kortizol konsantrasyonu degismez (Tietz, 2006).
2.6.2. Albumin

CBG gore daha diisiik afiniteyle daha fazla kortizol baglar. CBG baglama
kapasitesi doygunluga ulaginca albumine baglanma oran1 artar. Sentetik

glukokortikoidler albumine daha fazla baglanir (Greenspan ve ark, 2004).
2.7. Kortizoliin metabolizmasi

Steroid metabolizmasinda karaciger, sitokrom P450 enzim sistemi ile birlikte
major rol oynar. Bobregin metabolizmada daha az rolii vardir ama metabolize
edilmis steroidlerin atiliminda Onemli rol oynar. Steroid hormonlarin klirensi
hidroksilasyon, dehidrojenasyon, ¢ift baglarin rediiksiyonu ve siilfat ya da glukronid
ile konjugasyonunu igerir. Steroidlerin rediiksiyonu sonucunda suda ¢6ziiniir
konsantrasyonlar: artar, ayrica siilfat ve glukronid konjugasyonu igin hidroksil grubu
gibi fonksiyonel gruplar saglanir. Konjugasyon idrardaki ¢oziintirliigii arttirir ve
atilmi saglar. Konjuge steroidlerin yaklasik %90’1 bobrekten atilir (Tietz, 2006).
Kortizol 11 beta hidroksisteroid dehidrogenaz (11BHSD) tip 2 enzimi ile kortizona
dontistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Kortizoliin kortizona dontisiimii (Burtis ve ark, 2012)

Bu reaksiyonda 11 hidroksil grubu, iki hidrojenin g¢ikarilmasiyla 11 okso
grubuna donistiirtiliir. Kortizonun glukokortikoid aktivitesi yoktur. Kortizon ilag
olarak kullanildiginda NADPH bagli okso rediiktaz olan 11 beta hidroksisteroid
dehidrogenaz tip 1 ile karacigerde kortizole aktive edilir. C4-5 arasindaki ¢ift bagin
500 ya da 5P rediiktaz enzimi sayesinde geri doniissiiz olarak indirgenmesiyle
dihidrokortizol (DHF) ve dihidrokortizon (DHE) olusur. C3’teki keton gruplarinin 3
Beta hidroksistreroid dehidrogenaz (3BHSD) enzimi ile indirgenmesi sonucu
tetrahidrokortizol (THF) ve tetrahidrokortizon (THE) olusur. Bunlar kortizol
Klirensinin biiyiik bir kismini olusturur (~%50) Sa ve 5B rediiktaz aktivitesindeki tek
fark hidrojenin alfa ya da beta oryantasyonundan kaynaklanir. Normalde beta
metaboliti baskindir. (SBTHF : 5aTHF=2:1). THF ve THE’nun 20a-hidroksisterid
dehidrogenaz ya da 20-hidroksisteroid dehidrogenaz ile ileri metabolizmasindan a

ve B-kortol ve kortolon (kortoik asit) olusur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. A-ring indirgenmesi (Makin ve ark, 2010)

B-Kortol ve kortolon, kortizol klirensinin %30’nu olusturur. 17-20 karbon
baglarinin  agilmasi  ketonlar1  olusturur ve bunun sonucunda 11-beta
hidroksietiokolonalon ve 11-ketoetikolonalon meydana gelir ve kortizol klirensinin
%10’nu olusturur. Kortizoliin normalde %1°’i serbest kortizol ya da kortizon olarak

atilir. Sekil 2.10°da kortizol metabolizmasi 6zetlenmistir.
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Sekil 2.10. Kortizol metabolizmas1 (Burtis ve ark, 2012)
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Minor kortizol metabolitleri 20. karbon ketonunun indirgenmesi sonucu
olusan 20 alfa ve 20 beta hidroksikortizol ve karbon 6’nin hidroksilasyonu
sonucunda olusan 6 hidroksikortizoldiir. THF ve THE’deki karbon 17’nin
oksidasyonu sonucu ise okso ve hidroksi metabolitler olusur (Sekil 2.11 ve 12).
Birgok Kkortizol metaboliti %95’ten fazla karbon 3 pozisyonunda glukronik asitle ya
da karbon 21 pozisyonunda siilfat ile konjuge edilir. Glukronid metabolitleri siilfath

metabolitlerden daha baskindir (Tietz, 2006).
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Sekil 2.12. Kortizonun minor metabolitleri (Burtis ve ark, 2012)
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Sekil 2.11. Kortizoliin minor metabolitleri (Burtis ve ark, 2012)
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Kortizol metabolizmasi yaslilarda ve infantlarda diistiktiir. Kronik karaciger
hastaliginda bozulur. Hipertroidizmde metabolizma ve atilim hizlanirken,
hipotroidizmde ise azalir. Gebelikte CBG diizeyi artar, bundan dolay1 metabolizmasi
azalir. A¢lik ve anoreksiye nervoza kortizol klirensini azaltan diger durumlardir.
Neonatanlarda, gebelerde, Gstrojen tedavisi alanlarda, kronik hastalarda ve karaciger
hastalarinda kortizoliin 6B hidroksikortizole doniisiimii  artmistir.  Karacigerde

mikrozomal enzimleri uyaran ilaglar kortizol metabolizmasini hizlandirir.
2.8. Kortizol ve kortizon santi

Aldosteron, etkilerini bobrekteki mineralokortikoid reseptorler {izerinden
gerceklestirir. Kortizol hem mineralokortikoid reseptorlere hem de glukokortikoid
reseptorlere duyarlilik gosterir. Aldosteron diizeyindeki kiiciik degisiklikler bobrekte
sodyum ve potasyum degisimini etkilerken, kortizol dolasimda daha yiiksek
konsantrasyonda bulunmasia ragmen sodyum ve potasyum diizeyini degistirmez
(Greenspan ve ark, 2004). Aldosteron hedef dokularda 11BHSD enzimi,
mineralokortikoid reseptorlere kortizoliin ulasmasini bloklar ve aldosteronun spesifik

baglanmasina izin verir (P. M. Stewart ve ark, 1999; White ve ark, 1997).

Insanda kortizon (E), esas olarak 11BHSD tip 2 enzimi ile kortizoliin 11
hidroksil grubunun oksidasyonu sonucu 11 ketona doniismesiyle olusur (Beitins ve
ark, 1973). 11BHSD tip 2 mineralokortikoid hedef dokularda, temel olarak bobrek,
kolon, ve paratiroid bezde lokalizedir (Roland ve ark, 1996; Paul M. Stewart ve ark,
1995). Kortizoliin kortizona major doniisiim yeri bobrektir (Whitworth ve ark, 1989).
Kortizol ve kortikosteron aldosterona esit affinite ile mineralokortikoid reseptoriine
baglanir (Krozowski ve ark, 1983). 11 BHSD tip 2, kortizol ve kortikosteronu,
kortizon ve dihidrokortikosterona doniistiirlir, bunlar mineralokortikoid reseptore
daha az affinite gosterir. Tersi sekilde kortizonun kortizole doniistimii 11BHSD tip 1
aktivitesiyle temel olarak karacigerde gergeklesir (Walker ve ark, 1992). Bu enzim
glukortikoid reseptorleri ile regiile edilir (Whorwood ve ark, 1992). 11 BHSD enzimi
ayrica deri, merkezi sinir sistemi, yag doku, ve plasentada da bulunur. Deride
aktivitesi bulundugu icin, bu enzim sayesinde kortizonlu kremler etki olusturur. Yag
dokudaki aktivitesi nedeniyle hiperkortizolizm olmadan metabolik sendromdaki
abdominal obeziteye neden olur (Greenspan ve ark, 2004). Yetiskinde plazma

kortizolii kortizonun 10 katidir, ancak fetiiste pek cok dokuda 11 BHSD tip 2 enzimi
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bulunur (Paul M. Stewart ve ark, 1995) ve kortizon konsantrasyonu kortizoliin 3
katindan fazladir (ayrica plesentada da 11 BHSD tip 2 boldur (Beitins ve ark, 1973;
Krozowski ve ark, 1983; Nahoul ve ark, 1988; Roland ve ark, 1996; Paul M. Stewart
ve ark, 1995; Walker ve ark, 1992; Whitworth ve ark, 1989; Whorwood ve ark,
1992). 11BHSD tip 2 enziminin, fetiisii yiliksek konsatrasyondaki kortizol
etkilerinden korudugu ve adrenal gelisime yardimci oldugu diisiiniilmektedir (Paul
M. Stewart ve ark, 1995). Kortizon fetal dokularda kortizolden daha yaygin olmasina
ragmen kortizon seviyesi dogumdan hemen sonra hizla diiser (Murphy, 1981). 11
BHSD tip 2 gen mutasyonuna sahip hastalarda ciddi, bazen 6liimciil (Mllford ve ark,
1995; Shackleton ve ark, 1985) hipertansif sendrom olan mineralokortikoid sendrom
(Ulick ve ark, 1979) ve diisiikk dogum agirligi (Kitanaka ve ark, 1996) bildirilmistir.
Glisirizik asit ve onun deriveleri ile karbenoksolon 11BHSD enzimini inhibe eder
(Greenspan ve ark, 2004). Enzimin inhibe olmasiyla mineralokortikoid reseptorler
kortizol ile asir1 aktive olur ve su-tuz retansiyonu ortaya ¢ikar (White ve ark, 1997).
Dolayisiyla kortizol kortizon santinin fetal gelisim ve arteriyal hipertansiyon
gelisiminde rolii bulunmaktadir (Morineau ve ark, 1997). Bébrek, kortizolii kortizona
inaktive ederken, karaciger de kortizonu kortizole aktive eder. Boylece kortizol
kortizon santi tamamlanmis olur (Greenspan ve ark, 2004). Sekil 2.13’te 11pHSD

aktivitesi gosterilmektedir.

CH,OH CH,OH
cHy 0 11-B oksorediiktaz
o] OH 11p-HSDI
CH, NADPH
é}dchidmgcnaz (11B-HSD1)
NADP+
0
kortizon (E) kortizol (F)
T : o 11p-dehidrogenaz ] L
inaktif® glukokortikoid 11p-HSD2 ‘aktif’ glukokortikoid
NAD+

Sekil 2.13. 11BHSD aktivitesi (Makin ve ark, 2010).
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Kortizol/kortizon oram1 11 BHSD enzim aktivitesini (Best ve ark, 1997;
Mantero ve ark, 1996) ve adrenal fonksiyonu degerlendirmede 6nemlidir (Lee ve ark,
2014). Kortizol/kortizon orani ektopik ACTH sendromlu hastalarda da artar. Bunun
iki mekanizmas1 vardir. Birincisi ¢ok yiiksek olan kortizol sekresyonu 11BHSD
enziminin  metabolik  kapasitesini asmasi, digeri ise dolasimda yiiksek
konsantrasyondaki ACTH diizeyinin 11BHSD tip 2’yi inhibe etmesinden
kaynaklanir (Walker ve ark, 1992). Cushing sendromunda tipik olarak goriilen idrar
kortizol/kortizon oraninin artmasi 11 BHSD enziminin doygunlugunu gosteren bir
diger durumdur (Cooper ve ark, 2009; Fong ve ark, 2010; Stiefel ve ark, 2002).

2.9. Kortizoliin etki Mekanizmasi ve Etkileri
2.9.1. Steroid hormon reseptorleri

Steroid hormon reseptorleri niikleer transkripsiyonel faktor ailesindendir.
Reseptorde hormonun baglandigi bolge karboksi terminal kisimdir ve ligand
baglayici domain olarak adlandirilir. DNA baglayict kisimda ¢inko parmaklar
bulunur. Ligandina baglanmamis steroid hormon reseptorii sitozolde bulunur.
Hormon, hiicre memranindan gegerek sitozoldeki reseptdriine baglanir. Reseptorde
konfigiirasyon degisikligi gergeklesir ve niikleusa geger. Nukleusta DNA’y1 baglar.
DNA reseptore ‘spesifik hormon cevap elamanlari’ bolgesinden baglanir ve
hormonun etkileri ortaya ¢ikar (Dittmann ve ark, 1990; Kandemir ve ark, 1997,
Nimkarn ve ark, 2011; Speiser ve ark, 1992). Kortizol, etkilerini hiicre igi
reseptorlerine baglanip, gen ekspresyonunu degistirerek gosterir. Hiicresel olaylar
etkilerken cAMP ve Ca* aracili sinyalleri kullanir (Bornstein ve ark, 1999).
Steroidlerin etkileri ve yapilart hedef dokularda bulunan enzimlerle degisebilir.
(")rnegin, kortizoliin etkileri hedef dokuda 11BHSD enzim aktivitesinin bulunup
bulunmamasia gore degisiklik gosterir (Camurdan, 2013). Ciinkii glukokortikoid
reseptorler, glukokortikoid baglamak i¢in 6zgiinliige sahip olmasina ragmen ayni
durum mineralokortikoid reseptorler icin gegerli degildir. Mineralokortikoid
reseptorlere kortizol ve kortikosteron gibi glukokortikoidler, aldosterona benzer
affinite ile baglanirlar. Dolayisiyla mineralokortikoid reseptorlerin  6zgillligi
kortizol kortizon santi ile yani 11BHSD enziminin diizglin ¢alismasiyla saglanir

(Greenspan ve ark, 2004).
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2.9.2. Kortizoliin Etkileri

Kortizol, enerji metabolizmasi, sivi elektrolit dengesi ve kan basincinin
devamliligi, immiinmodiilasyon, stres yaniti, hiicresel ¢cogalma ve farklilasma gibi

bir¢ok yasamsal olayin diizenlenmesinde gorev alir.

Glukoneogenezisi, protein ve lipit katabolizmasimi arttirir. Yag dokusundan
yag asitlerini serbestlestirir. Karaciger disinda protein yikimini arttirir. Karacigere
aminoasit girisini saglayarak glukoneogenezisi ve protein sentezini attirir. Lipolitik
etkiler géstermesine ragmen yag depolanmasinin artmasi glukokortikoidlerin ¢eliskili
etkilerindendir. Bu durum artan insiilinin lipojenik etkisinden kaynaklanir (Mert,
2009). Cushing sendromuna 6zgii yiizde, servikal bolgede, govde ve karinda yag

depolanmasi goriiliir.

Fosfoenolpiriivatkarboksikinaz ve glukoz 6 fosfataz gibi glukojenik enzimleri
uyararak glukoneogenezi arttirir. Karacigerde glikojen sentezini attirir. Bunu
glikojen sentaz aktivitesini arttirarak gergeklestirir (Greenspan ve ark, 2004). GLUT
4 reseptorleri vasitasiyla glukoz uptake’ni azaltir. Boylece insiiline zit etkiler

olusturur (Mert, 2009). Kan sekerini yiikseltici etki olusturur.

Kas dokusu iizerinde katabolik etkileri bulunmaktadir. Buradan elde edilen
aminoasitler karacigerde glukoneogenezde kullanilir. Glukokortikoid eksikliginde
hipoglisemi, fazlaliginda ise hiperglisemi, hiperinsiilinemi, kas kaybi ve viiciidun

belli bolgelerinde yag birikimi goriiliir (Greenspan ve ark, 2004).

Antiallerjik ve antiinflamatuar etkileri vardir. Inflamasyonda 6nemli olan
aragidonik asit salimini1 engeller. Bu etkisini lipokortin aracilifiyla gerceklestirir.
Lizozomal membranlar1 stabilize eder ve proteolitik enzimlerin salinmasini onler.
Proinflamatuar sitokinler olan TNF-o ve IL-1 sentezini inhibe eder, mast hiicre

proliferasyonunu ve infeksiyon bolgesine toplanmasini engeller (Mert, 2009).

Eritrosit diizeyine ve hemoglobin konsantrasyonuna etkileri onemsizken,
l6kositlerin fonksiyonu ve hareketi iizerine onemli etkileri bulunmaktadir. Kemik
iliginden notrofil salimini arttirip, damar disina ¢ikisi azaltir. Dolasan nétrofillerin

Omriinii uzatir. Boylece intravaskiiler 16kosit sayisini attirir .
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Katekolaminler gibi vazokonstruktif maddelerin etkisini arttirarak periferik
damar tonus artisina neden olur (Greenspan ve ark, 2004). Anjiotensin II’ye cevabi

diizenler. Normal kardiyak fonksiyonlarin devami ig¢in kortizol gereklidir.

Osteoblastlar1 baskilayarak yeni kemik olusumunu azaltir, osteoklast say1 ve
aktivitesini arttirtr (Mert, 2009). Sonugta kemik rezorpsiyonu artar ve osteoliz

goruliir.

Fibroblastlar1 baskilayici etkisi vardir. Kollajen ve konnektif doku kaybi
gelisir. Bunun sonucunda da deri incelmesi, kolay hasarlanma ve yara iyilesmesinde

gecikme goriliir (Greenspan ve ark, 2004).

Gastrointestinal sistemden kalsiyum absorbsiyonunu ve renal kalsiyum
reabsorbsiyonunu azaltir (Mert, 2009). idrarda kalsiyum atilimi artar. Hiperkalsiiiri
kortizol artisinin 6nemli bir belirtisidir (Greenspan ve ark, 2004).

Kortizol, glomeriiler kan akimin1 ve glomeriiler filtrasyon hizini arttirir (Mert,
2009). Bobrekteki diger bir etkisi de fosfat sekresyonunu arttirmaktir, serum fosfat
diizeyinin diismesini tiibiiler fosfat emilimini azaltmak yoluyla saglar (Greenspan ve

ark, 2004). Aldosteron benzeri etkilerle su ve tuz retansiyonu olusturur (Mert, 2009).

Kortizol tiroid foksiyonlarim1 da etkiler. TSH sentez ve salmmi engeller.
TSH’in TRH’a yanit1 bozulur. Serbest T4(tiroksin) diizeyi normal olmasina ragmen
tiroksin baglayic1 globiilin miktarinin diismesine bagli olarak total T4 diizeyi
distiktiir. T4’ten T3’e(triiyodotironin) doniisiimii bozdugundan dolay1 total ve
serbest T3 diizeyi diisebilir (Greenspan ve ark, 2004).

2.10. Kortizol ile iliskili hastaliklar

2.10.1. Adrenokortikal yetmezlik hastaliklar:

Adrenokortikal yetmezlikler, korteksin yikimi ya da fonksiyonun bozulmasi
sonucu gelisen primer yetmezlik ve hipofizden yetersiz ACTH salgilanmas1 sonucu

gelisen sekonder yetmezlik olarak siniflandirilabilir (Greenspan ve ark, 2004).

22



2.10.1.1. Primer adrenokortikal yetmezlik (Addison hastahgr)

Primer adrenokortikal yetmezlik, ilk kez Thomas Addison tarafindan
tanimlanmistir. Gegmiste en sik goriilme nedeni tiiberkiiloz iken giiniizmiizde
otoimmiin ya da idiopatiktir (Nimkarn ve ark, 2011; Therrell, 2001). Otoimmiin,
adrenal hemoraji, infeksiyonlar, adrenolokodistrofi, metastatik adrenal hastaliklar,
ailesel kortizol eksikligi ve konjenital adrenal hipoplazi, kortizol direnci, ilag

kaynakli ve sepsis gibi ciddi durumlar sonucu gelisebilir (Greenspan ve ark, 2004).

Her iki adrenal kortekste %90’dan fazla kayip olmasi sonucunda yetmezlik
bulgulart ortaya ¢ikar. Yavas gelisen yikim sonucunda kronik adrenal yetmezlik
goriiliirken, pek ¢cok olguda oldugu gibi hizli gelisen yikim, krizle ya da krize yakin
bir durumla beraberdir. Kortizol salgisinin azalmasi nedeniyle ACTH iizerindeki
inhibisyon ortadan kalkar ve plazma ACTH diizeyi vyiikselir. Bu durum
adrenakortikal rezervin en erken ve duyarli bir belirtecidir (Greenspan ve ark, 2004).
Hiperpigmentasyon, halsizlik, yorgunluk, kilo kaybi, anoreksi ve gastrointestinal
bozukluklar belirtiler goriilebilir. Deri ve mukozal membranlarda goriilen yaygin
hiperpigmentasyon hastaligin ilk belirtilerindendir. Cerrahi, travma, infeksiyon gibi

streslere maruz kalan Addison hastalarinda akut kriz gelisebilir.

2.10.1.2. Sekonder adrenokortikal yetmezlik

Sekonder adrenokortikal yetmezligin en sik nedeni eksojen glukokortikoid
kullanimidir. Hipofiz yada hipotalamusta goriilen ACTH salgilanmasini azaltan
timorlerde bir diger nedendir. ACTH diizeyi ve buna bagli olarak kortizol ve
androjen salgilanmas1 da azalmistir. Aldosteron salgis1 genelde normaldir. ACTH
diizeyindeki diisiiklik nedeniyle zona retikiilaris ve fasikiilatada atrofi goriiliir.
Bunun sonucunda bazal kortizol salgisi diiser. Hipofiz—adrenal aks ve stres yaniti
bozulur. Ozgiin belirtiler gdstermeyebilir. Stres déneminde kullanilan glukokortikoid

dozu arttirtlmazsa akut kriz gelisebilir (Greenspan ve ark, 2004).

2.10.1.3. Konjenital adrenal hiperplazi

Adrenal kortekste kolesterolden kortizol sentezine kadar olan basamaklardaki

enzimlerden birisinin genetik defekti sonucunda ortaya c¢ikan bir durumdur.
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Otozomal dominant gegis gosterir (Miller, 2009; Therrell, 2001). Kortizol ve
aldosteron sentez defekti genellikle birlikte goriiliir ve klinik bulgular bu defektler
sonucu ortaya ¢ikar. Kortizol eksikligi sonucunda ACTH salgilanmasi uyarilir.
Yiikselmis plazma ACTH diizeyi adrenal bezde hiperplazi olusturur. Yiiksek ACTH
etkisiyle artmig Onciil steroid moliikiiller androjen yapimina kayar ve virilazasyon
goriiliir. Deoksikortikosteron gibi aldosteron onciilleri de hipertansiyona neden olur

(Camurdan, 2013).

Tim olgularin yaklasik %90’nin1 olusturan ve en sik goriilen adrenal
hiperplazi nedeni 21-Hidroksilaz eksikliginden kaynaklanir. Daha az siklikla goriilen
formlar ise 11p-hidroksilaz, 3p-hidroksisteroid dehidrogenaz, 17 a-hidroksilaz, 17-20
liyaz, sitokrom P450 oksidorediiktaz eksikligidir (Sekil 2.14) (Miller, 2009).

21 a-Hidroksilaz eksikligi

Kolesterol
CYPI1A
Pregnenolon ﬂz 170H-Pregnenolon —;.._CYP 17 Dehidroepiandrosteron
3B-HSD; 3B-HSD; 3p-HSD; |(DHEA)
A% izome A** jzomer A4S izomera

Progesteron CE{Z Tl 7OH-Progesteron CYPI7, T Androstenedion

C'fﬁz'fi""""""'c'fﬁz'J """
11-Deoksikortikosteron  11-Deoksikortizol
CYP11B2 CYPI1B1
Kortikosteron Kortizol
CYPIIB2

18-Hidroksikortikosteron
CYPI11B2

Aldosteron

Sekil 2.14. 11p-hidroksilaz eksikligindeki kortizol iretim defekti (Burtis ve ark,
2012).

2.10.2. Cushing sendromu

Endojen ya da ekzojen glukokortikoidlere uzun siire ve fazla miktarda maruz
kalinmasi1 sonucu ortaya ¢ikar. Hipofiz adenomundan kaynaklanan hiperkortizolizm
Cushing hastalig1 olarak adlandirilir. Eger hiperkortizolizm adrenal tiimdrden kdken
aliyorsa, Cushing sendromu, endokrin organ disindaki dokularin malign
timorlerinden asirt ACTH salgilanmasindan dolay1 gelisiyorsa da buna ektopik

ACTH sendromu denir. Cushing sendromu en sik eksojen glukokortikoidlerin

24



fizyolojik dozlarin {stiinde kullanmasindan kaynaklanir. Endojen Cushing
sendromunun en 6nemli nedeni ise hipofizden fazla miktarda ACTH salgilanmasina

bagl olarak gelisen Cushing hastaligidir (Therrell, 2001).

Cushing sendromu ACTH’a bagimli ya da ACTH bagimsiz olmak iizere ikiye
ayrilir. ACTH bagimli olan tipleri ektopik ACTH sendromu ve Cushing hastaligidir.
Bu tipte zona fasikiilata ve retikiilaris hiperplazisi goriiliir. Kortizol, adrostenedion ve

deoksikortikosteron (DOC) salgis1 artmustir.

ACTH bagimsiz Cushing sendromu, primer adrenal adenom ya da karsinom
ya da nodiiler adrenal hiperplazi nedenlidir. Bu tipte fazla miktardaki kortizol ACTH
salgilanmasini inhibe eder (Elamin ve ark, 2008).

2.10.2.1. Cushing hastahg

Cushing sendromunun en yaygin tipini olusturur. Cushing sendromu
olgularinin %70’ini olusturur ve kadinlarda daha siktir (Findling ve ark, 2006).
ACTH diizeyinin kortizol ile feedback inhibisyonu ortadan kalkmistir. ACTH
salgilanmaya devam eder. Bu da kronik kortizol artigina neden olur. Sirkadiyen ritim

bozulmustur (Greenspan ve ark, 2004).

2.10.2.2. Ektopik ACTH sendromu

Bildirilen Cushing sendromu olgularinin %15-20sini olusturur ve erkeklerde
daha siktir. Hipofiz disindaki tiimorlerden ACTH salgilanmasi  sonucu
hiperkortizolizm gelisir. Hiperkortizolizm goriilmesine ragmen klinik belirtiler
genellikle yoktur. Siklikla toraks kaynakli tiimdre sahip hastalarda goriiliir. Bronsiyal
karsinoid ve kiiciik hiicreli akciger tiimorii %50’sini olusturur. Prognoz birincil
timore baghdir ve kot seyreder (Findling ve ark, 2005). ACTH salgilanmasi

kortizol ile feedback kontrolden bagimsizdir.

2.10.2.3. Primer adrenal tiimorler

Olgularin %10’ nunda goriiliir ve ¢ogu iyi huylu adrenokortikal adenomdur.
Kadinlarda daha siktir. Primer adrenal timorler ve adenomlar, otonom kortizol

salgilanmasina neden olur. Plazma ACTH diizeyi baskilanmistir ve bunun sonucunda
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adrenal kortekste atrofi goriiliir. Adenomlar genellikle yalnizca kortizol
salgilanmasina neden olurlar. Karsinomlar ise hem adrenokortikal hormonlari hem
de onlarin Onciillerini salgilar. Bu nedenle karsinomlarda kortizol, androjen ve 11
deoksikortizol seviyesi ¢ogunlukla yiiksektir (Greenspan ve ark, 2004). Sekil 2.15’te

Cushing sendromuna neden olan durumlar sematize edilmistir.

T Plazma kortizoli Plazma kortizolii Plazma kortizolii

Sekil 2.15. Cushing sendromuna neden olan durumlar (Burtis ve ark, 2012).

2.10.2.4. Klinik belirtiler

Obezite: en yaygin goriilen belirtidir. Buffalo sirt1 goriintiisiiniin olusmasina neden
olan boyun ve dorsoservikal bolgede yag birikimi goriiliir. Yiizdeki yag birikimi de

aydede yiiziiniin olugsmasina neden olur.

Deri degisiklikleri: Deride incelme ve konnektif doku atrofisi goriiliir. Stria,

travmalarda kolay hasarlanma ve kiigiik yaralarin zor iyilegsmesi goriiliir.

Hirsutizm: Adrenal androjenlerin asir1 sekresyonundan kaynaklanir ve Cushing

sendromlu kadinlarin %80’inde goriiliir.

Hipertansiyon: Cushing sendromunun tipik 6zelliklerinden birisidir ve vakalarin

hemen hemen %75’ inde goriiliir.
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Gonadal bozukluklar, santral sinir sistemi bozukluklar1 ve psikolojik
bozukluklar, kas gii¢siizliigli, osteoporoz, kalsiliriye sekonder gelisen bobrek tasi,

susama, poliiiri ve bliylimenin yavaglamasi diger klinik belirtileridir.

2.11. Adrenal yetmezlik tani testleri

Adrenal yetmezlik siiphesi olan hastalarda durumun netlesmesi ve replasman
tedavisine baslanmasi agisindan degerlendirme 6nemlidir. Sabah erken saatlerde
alman (08:00, 09:00) kortizol diizeyi stres disi endojen kortizol rezervini yansitir.
Bazal kortizol diizeyinin <3 pg/dL olmasi adrenal yetmezligi isaret ederken,
>18ug/dL olmasi aksin normal oldugunu gosterir ("“TEMD Adrenal Korteks,").
Adrenokortikal streoidlerin bazal diizeyleri normal olabilecegi icin rezerv
degerlendirmesinde ¢esitli dinamik testlerin uygulanmasina ihtiya¢ duyulabilir

(Greenspan ve ark, 2004).

2.11.1. Hipotalamus-hipofiz-adrenal aksin degerlendirilmesinde kullamilan
dinamik testler

HHA aks degerlendirilmesinde gesitli testler kullanilmaktadir. Bunlar ACTH
(1-250 mg) stimiilasyon testi, insulin hipoglisemi testi, metirapon testi, glukagon testi
ve CRH testidir ("TEMD Adrenal Korteks,").

2.11.1.1. Insiilin hipoglisemi (insiilin tolerans testi)

HHA aksin degerlendirilmesinde altin standart bir testtir. Yan etkileri fazladir
ancak HHA aks1 tamamen degerlendirme imkani saglayan 6nemli bir testtir. Testin
prensibi olusturulan hipoglisemiye alinan kortizol yanit1 esasina dayanir.
Hipoglisemi CRH, ACTH ve kortizol salinmasina neden olur. Ayrica GH aksin1 da
degerlendirme olanagi sunar. Aksin uyarilmasindan sonra 20 pg/dL’lik kortizol

yanit1 normal olarak kabul edilir (Karaca ve ark, 2010).
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2.11.1.2. ACTH stimiilasyon testleri
2.11.1.2.i. Kisa (Hizh)) ACTH uyari testi

ACTH stimiilasyon testi kosintropin test olarak da bilinir. Adrenal korteksin
kortizol sentezleme kapasitesini degerlendirmede kullanilir (Burtis ve ark, 2012). Bu
test adrenal rezervin saptanmasi agisindan 6nemlidir. Primer ve sekonder adrenal
yetmezligin degerlendirilmesinde yaygin kullanilan bir testtir (Greenspan ve ark,
2004). Kosintropin ACTH’in N terminal bdlgesinin 24 aminoasitlik kismini i¢eren
bir polipeptittir ve biyolojik olarak aktif domain igerir. Diger adi tetrakosakrin
(Synacten)’dir. Kosintropin kortizol salgilanmasinin giiglii bir uyaranidir, yar1 dmri
kisa, antijenik 6zelligi azdir. Uzmanlarin goriisii, diisiik doz kosintropin (1-250 mg)
ile 1 saatlik stimiilasyon testinin, primer adrenal yetmezlikten ya da ACTH
eksikliginden kaynaklanan adrenal yetmezligi tespit etmede daha duyarli olabilecegi
yoniindedir (Kazlauskaite ve ark, 2008). Bazi hastalarda 1Img ACTH yanit1
yetersizken, 250 mg ACTH’a normal yanit alinabilir (Burtis ve ark, 2012). 250 mg
ACTH farmakolojik dozda bir uyari olustururken, 1 mg’lik ACTH fizyolojik dozda
bir uyart olusturur. Her iki dozda uygulanmaktadir (“TEMD Adrenal Korteks,").
Acglik sart1 bu test i¢in gerekli olmamakla birlikte genel uygulama sabah, a¢ 1 mg ya
da 250 mg lik ACTH 1n intravendz verilmesi seklindedir. Uygulama oncesinde ve
uygulama sonrasinda 30, 60 ve 90. dakikalarda kan alinir. Stimiilasyon testi sonrasi
herhangi bir andaki kortizol diizeyinin 18-20 pg/dL nin istiinde olmasi normal yanit
olarak kabul edilir. Diisiik doz (1 mg) ACTH stimiilasyon testi erken donem

sekonder adrenal yetmezlik tespitinde 6nemlidir (D6kmetas ve ark, 2000).

2.11.1.2.ii. Uzun ACTH uyar testi

Bu test bazi sekonder adrenal yetmezlik tanisinda kullanilir. Uzamis uyari
sayesinde atrofik olan adrenallerin kismen uyarilmas: saglanabilir. Depo
tetrakosakrin 1 mg olarak intramiiskiiler olarak uygulanir. 4, 8, 12 ve 24. saatlerde
kan alir. Primer adrenal yetmezlikte herhangi bir cevap alinmazken, sekonder

adrenal yetmezlikte giderek artan sekilde cevap olusur (Elbiiken, 2011).
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2.11.1.3. Plazma ACTH diizeyi

Adrenal yetmezlik mevcutsa plazma ACTH diizeyi primer ve sekonder
yetmezligin ayriminda 6nemlidir. Primer adrenal yetmezlik bulunmasi durumunda
plazma ACTH diizeyi referans araliginin istiindedir ve genellikle 200 pg/L’nin
istiindedir. Sekonder adrenal yetmezlik durumunda ise plazma ACTH diizeyi
normaldir ya da 10 pg/dL’nin altindadir. ACTH diizeyi degerlendirilirken salgilanma
kinetigi ve kisa plazma yar1 omrii dikkate alinmalidir (Arlt ve ark, 2003).

2.11.1.4. Glukagon testi

Intramuskiiler ve subkutan glukagon uygulanmasi kortizol ve growth hormon
salimint arttirir (Orme ve ark, 1998). Bir gecelik aglik sonrast 1 mg glukagon
intramuskiiler olarak uygulanir ve test 6ncesinde ve uygulamanin 90, 120, 180, 210
ve 240. dakikalarinda kortizol 6l¢limii i¢in kan almnir. Testin uzun olmasi ve nispeten
aks1 daha az uyarmasi ydntemin dezavantajlaridir (Karaca ve ark, 2011). Insiilin
tolerans testinin kontrendike oldugu durumlarda kullanilabilecek alternatif bir testtir
(Staub ve ark, 1979). Test sonucunda elde edilen kortizol degerlerinin >16-18 pg/dL

olmasi sonucun normal oldugunu gosterir ("TEMD Adrenal Korteks,").

2.11.1.5. Metirapon testi

Metirapon, 11 deoksikortizolii kortizole doniistiiren 11 hidroksilaz enzimini
inhibe eder ve hipofizden ACTH salimina neden olur. ACTH steroid Onciillerini
uyarir ve 11 deoksikortizol diizeyini arttirir. 11 deoksikortizolin ACTH diizeyini
baskilayici bir etkisi bulunmadigindan dolayr ACTH diizeyi baskilanmaz (Courtney
ve ark, 2000). Hem hipofiz hem de adrenal rezervi birlikte degerlendirmeye olanak
saglayan bir test oldugu igin primer ve sekonder adrenal yetmezlik tanisinda
kullanilir. Metirapon testi, ACTH stimiilasyon testinde normale yakin cevap alinmis,
sekonder adrenal yetmezlik siiphesi bulunan hastalarda tercih edilir. Metirapon temin
giicligii testin yaygmliginmi engeller. Gece tek doz (30 mg/kg) metirapon verildikten
sonra sabah kortizol ve 11 deoksikortizol diizeyini dl¢iiliir. Kortizoliin <10 pg/dL, ve
11 deoksikortizol diizeyinin de >7 pg/dL olmasi yeterli inhibisyonun gergeklestigini
gosterir ("TEMD Adrenal Korteks,").

29



2.11.1.6. CRH stimiilasyon testi

CRH stimiilasyonu hipofiz bezi foksiyonunun dogrudan segici bir testidir.
Ovine CRH injeksiyonu 60 ile 180 dakika i¢inde normal bireylerde ACTH
salgilanmasini uyarir. Glukokortikoidler bu etkiyi yok eder (ektopik ACTH salimi
nedeniyle ya da adrenal adenom sonucu goriilen Cushing sendromu gibi). Ancak
Cushing hastaligi, kortikotropinoma eksojen CRH’a normal ya da abartili yanit
olusturabilir (Tietz, 2006). Ozellikle sekonder ve tersiyer adrenal yetmezlik tanisinda
onemlidir. Sabah bazal diizey i¢in kan alinir ve ardindan 1 ug/kg CRH intravendz
olarak uygulanir. ACTH ve kortizol i¢in kan alinir. Kortizol diizeyinin 20 pg/dL,
ACTH diizeyinin de 2-4 kat artmasi normal cevap olarak kabul edilir (Salata ve ark,
1988).

Ayrica, arjinin vasopressin testi ve sosyal stress testi de uygulanan diger

dinamik testlerdendir (Mert, 2009).

Adrenal yetmezlik disiiniilen hastalarda tanisal yaklasim Sekil 2.16’da

gosterilmistir.
Bazal plazma kortizolii, kisa ACTH
uyar: testine kortizol yansts
- { ~ ~ - - - - l
| Normal | Yetersiz kortizol yaniti veya Driisiik kortizol ve Driagiik kortizol,
b — siipheli hipozer hasralik diisitk ACTH yiikselt ACTH
. A p. _y | S— A
! b v v
—— ~ EEEE— e, S —
Adrenal Metirapone Sekonder veya | Primer adrenal
yetmezlik | veya ITT ) tersiyer adrenal L yetmezlik
yok y I i yetmezlik
— R T
Yamit yok veya Mormal | |\_ CRH uyan testi )
yetersiz yanit kortizol yanit | i
" A ¢ S £ i
I Y ' Ny I Y
‘rci:'inr;nl?llck J | 'cti?:;T;ilcajmk Asin veya uramg ACTH yanits
- ¥ -~ ACTH cevaba yok veya yetersiz
l S e l v
N - -
Tersiyer adrenal SCI:lm ndTr
yermezlik 'a Icnja_k
L ) . yermezlik |

Sekil 2.16. Adrenal yetmezlik diisiiniilen hastalarda tanisal yaklasim (UptoDate
“Diagnosis of adrenalin sufficiency”’den uyarlanmistir).
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2.11.2. Deksametazon supresyon testi

Deksametazonun hipotalamus-hipofiz-adrenal aksi baskilama esasina dayanur.
Serum kortizol ve idrar serbest kortizol diizeyleri Ol¢iiliir. Gece verilien 1 mg’lik
deksametazon sonrasi sabah serum kortizol diizeyi 6l¢iiliir. Kortizoliin 1.8 pg/dL’ nin
altinda olmasi1 beklenir. Obez bireylerde 6zgilliigii diisiik olup tek basina Cushing
sendromu tanisi igin yeterli degildir (Aycan ve ark, 2009; Lin-Su ve ark, 2005).
Gecelik 1 mg deksametazon supresyon testi fenitoin, fenobarbital ve rifampin gibi
deksametazonun metabolizmasini hizlandiran ilaglara bagli olarak yalanci negatif,
renal yetmezlik, alkolizm ve depresyon durumunda ise yalanci pozitif olabilir

(Findling ve ark, 2004).

2.11.2.1. Diisiik doz deksametazon baskilama testi

0.5 mg deksametazon verildikten sona 2 ile 6 saatte kortizol diizeyi 6lgiiliir.
Kortizoliin <1.8 pg/dL olmasi beklenir. Deksometazonun endojen kortizoliin yerini

alarak aks1 baskilamasi esasina dayanir (Aycan ve ark, 2009; Lin-Su ve ark, 2005).

2.11.2.2. Yiiksek doz deksametazon baskilama testi

Cushing hastalig1 ile ektopik ACTH salgilanmasini ayirt etmek i¢in kullanilir.
Kortikotrop hiicreler glukokortikoidler ile negatif feedback ile diizenlenir ancak bu
etki ektopik ACTH ig¢in gegerli degildir, test temel olarak bu prensible ¢aligir. 6
saatte bir 2 mg deksametazon toplamda 8 doz olacak sekilde verilir. Idrar toplanir ve
serum kortizolii icin kan almir. Idrar serbest kortizol atilimi islem &ncesine gore
%350’den fazla baskilanmigsa Cushing hastalig1 (pozitif) oldugu diistiniiliir. %90’dan
fazla baskilanma ektopik ACTH olma olasiligin1 ekarte ettirir (Aycan ve ark, 2009;
Merke ve ark, 2000).

2.12. Kortizol dlciimii

Isim: Kortizol, hidrokortizon, Compound F, glukokortikoid
Formiil: C21H300s
Molekiil agirligt: 362.47 g/mol
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2.12.1. Kortizol 6l¢iimiinde kullanilan yontemler ve prensipleri

Biyolojik  sivilardaki  kortizoliin  belirlenmesi  i¢in  ¢esitli  metotlar
kullanilmustir (Tablo 2.2).
Tablo 2.2. Kortizol 6l¢iim metotlari.
Metot Analiz Tiirii Prensip Kullanim Yorumlar
1. Fluoremetri Kimyasal Ekstraksiyon sonrasi, S, P Onceki
derivatizasyon  etanolik siilfiirik asit metot
kortizolii fluorejenik
kromojene gevirir
2. Yarigmali Radyoassay Ekstraksiyon sonrasi
protein baglanmasi numune kortizol baglayic1 S Onceki
protein i¢in iyot 125 ile metot
isaretlenir
3. Immunoassay
(i) Radyoimmuno  Yarigsmali Yukaridaki gibi, iyot S,U Onceki
assay radyoassay yerine kortizole spesifik metot
antikor baglanir
Heterojen assay
(Homma ve ark) Non-izotopik Enzim gibi non-izoto-
Immunoassay pik isaretleyici
Kullanilir
(a) Heterojen Bagli ve serbest formu Yaygin
Birbirinden ayiran kullanilan
Isaretleyici gerekir metot,
ekstraksiyon
gerekmez
(b) Homojen Ayirma gerekli degildir Yaygin
kullanilan
metot,
ekstraksiyon
gerekmez
4. Yiiksek Kromatografik Kortizol, diger bilesikler- S, P, U Ekstraksiyon

performansli sivi  ayrim
kromatografisi

(HPLC)

5. Gaz Yukaridaki
kromatografisi gibi

6. Gaz

kromatografisi-

den kromatografik olarak
ayrilir, UV ya da floresan
dedektorle miktart
belirlenir

Kortizol, tirevlendirilir S, P, U
ve kromatografik olarak
ayrilir, flame iyonizasyon

ile dedekte edilir

Yukaridaki gibi, dedeksi- S, P, U
yon MS ile yapilir

gerekir, rutin
kullanim igin
uygun
degildir,
daha az
interferans

Yukaridaki
gibi

Yukaridaki
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kiitle spektrometresi

7. S1v1 Yukaridaki GC-MS gibi S,P,U Aday
kromatografisi- gibi referans
kiitle spektrometresi metot

Serum ve idrar kortizol 6l¢limii i¢in immunoassay metotlarin uygunlugundan
once, adrenal fonksiyonun degerlendirilmesinde idrar 17 OH kortikosteroid 6l¢iimii
kolorimetrik ya da florometrik metotlarla yapiliyordu (Porter ve ark, 1950).
Immunoassaylerin  gelismesiyle birlikte bu metotlar kullanilmamaya basladi.
Florometrik metot Mattingley tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde kortizol
ekstrakte edilir ve etanolik siilfirik asitle florojenik bir kromojene donistiiriirliir.
Plazma kortizol o6l¢iimiinde  kullanilmig olan bu yontem glinlimiizde
kullanilmamaktadir (Mattingly, 1962). Bu metotlar yetersiz spesifiteye sahiptir ve
ayrica fazla numune hacmi ve yogun is giicii gerektirir. Cesitli kompetitif protein
baglayict testler de Ol¢iimde kullanilmistir (Turner ve ark, 1973). Ancak daha
spesifik testlerin gelistirilmesiyle birlikte ¢ok uzun siire kullanilmamistir. Klinik
laboratuvarlarda kortizol o6l¢iimiinde immunoassayler temel Ol¢lim metodudur.
Kortizol 6l¢timii i¢in izotopik ve nonizotopik immunoassyaler tanimlanmistir (Price
ve ark, 1997). Bu immunoassayler kompetitiftir. Numune i¢indeki Kkortizol,
isaretlenmis kortizol ile sinirlt miktardaki anti kortizol antikorlar1 i¢in yarisir. Klinik
laboratuvarlarda  kullanilan neredeyse tiim immunoassaylerde ekstraksiyon
basamagina ihtiya¢c yoktur (Tietz, 2006). Baglangicta bu testlerde; radyoaktif
isaretler, sonrasinda enzim, liiminesans, kemiliiminesans ve floresan isaretler
kullanildi. Idrar ve plazma kortizol seviyesini belirlemek igin uygun birgok ticari kit
bulunmaktadir. Immunoassaylerin ¢ogu giiniimiizde otomatize ya da yar1 otomatize
analiz platformundadir. Immunoassayler, homojen ya da heterojen olabilir. Heterojen
testler, bagli olmayan fraksiyondan bagliyt ayirmak icin seperasyon basamagi
gerektirir. Immunoassaylerin spesifitesi, biiyiik oranda antikorun 6zelliklerine
baglidir. Kortizol diizeyinin belirlenmesinde kromojenik metotlar, immunoassaylere
alternatiftir. Interferansin daha az olmas1 6nemli avantajlaridir fakat bu metotlar ok
zaman gerektirir ve rutin analizler i¢in uygun degildir. Klinik laboratuvarlarda sik
kullanilan metotlardan birisi yiiskek performanshi sivi kromatografidir (HPLC)
(Hariharan ve ark, 1992). Tiim HPLC metotlar1 numuneden kortizol ekstraksiyonunu
gerektirir. Bu iglem igin sivi-sivi ekstraksiyon ya da solid faz ekstraksiyon kolonu

kullanilir. Hem normal faz hemde revers (ters ¢evrilmis) faz kolonlar1 kromotografik
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Olgiimlerde kullanilir ve kolondan akan maddeler UV (254 nm) ya da floresan
spektroskop ile goriintiilenir (Hariharan ve ark, 1992). Diger kromatografik metotlar
gaz kromatografisi (Wotiz ve ark, 1973) ve gaz kromatografisi kiitle spektrometresi
(GC-MS) (Hsu ve ark, 1994) ya da sivi kromatografisini kiitle spektrometresi (LC-
MS) (Shibasaki ve ark, 1997) igerir. Kapiller elektroforez de kullanilan
metotlardandir (Schmalzing ve ark, 1995). Gaz kromatografisinde kortizol seviyesi,
ekstraksiyon, derivatizasyon basamaklarindan sonra flame iyonizasyon ile belirlenir.
GC-MS’de kantitasyon kiitle spektrometresiyle yapilir. LC-MS dedeksiyonun MS ile
yapilmasi haricinde HPLC’ye benzer bir metottur (Hsu ve ark, 1994).

2.12.2. Referans ve tercih edilen metotlar

Plazma kortizol dl¢iimii i¢in kusursuz 6l¢iim metodu izotop diliisyon kiitle
spektrometre kullanan gaz kromatografisidir (ID-MS) (Siekmann ve ark, 1982). Bu
metotta isaretli kortizol internal standart olarak plazmaya eklenir ve plazma
diklorometan ile ekstrakte edilir. Saflastirmada Sephadex® LH 20 kullanilir, takiben
derivatizasyon ve gaz kromatografi ile dedeksiyon yapilir. Plazma kortizol
Olgtimiinde kullanilan referans metot LC-MS’dir (Tai ve ark, 2004). Bu metotta
numuneye internal standart eklenir, takiben etil asetat ile ektraksiyon yapilir. LC-
MS’de elektrosprey iyonizasyon kullanilir ve segilmis goriintiileme ile kortizol
iyonlart ile izotop isaretli kortizoller kullanilarak kantitasyon yapilir. Kortizol
ekstraksiyonun diklorometan ile yapildigi benzer bir metot da bulunmaktadir (Jung
ve ark, 2004). Gue ve arkadaslari numune hazirligini1 daha kolay tariflemislerdir. Bu
metotta, internal standart ilave edildikten sonra asetonitril ile karistirilir, santrifiij
edilir ve siipernatant LC-MS’e enjekte edilir (Guo ve ark, 2006). Son c¢aligmalar
isaretli internal standardin dikkatli kullanilmasini 6nermektedir. Kortizoliin dogal
izotopu oldugundan interferansa neden olabilir (Duxbury ve ark, 2008). Yiiksek
dogruluk ve kesinlikteki HPLC metodu, tercih edilen metottur fakat is giicii ve
uzmanlik gerektirir, ayrica yavastir. Ektraksiyonun olmadig: direkt immunoassayler
laboratuvarlarda siklikla kullanilan metotlardir ve birgogu otomatizedir (Wild, 2005).
Kortizoliin %90’indan fazlas1 proteinlere baglidir. Bu direkt yontemlerde analiz
oncesinde, bagli kismin ayrilmasi gereklidir. Metotlar ayrim i¢in 8 anilino-1-naftalin
stilffonik asit (Kazlauskaite ve ark), danazol ve salisilat gibi ajanlari kullanir. Isi

uygulanmasi ya da pH diisiiriilmesi de bagh kortizoliin ayrilmasini saglar. Danazol
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gibi ajanlarla yapilan ayirma teknigi, kortikosteroid baglayici globulin (KBG)
konsantrasyonuna baghidir. Gebelik gibi KBG konsantrasyonun yiiksek oldugu
durumlarda  kortizoliin  ayrilmast  tamamlanamayabilir.  Ayrica  yiiksek
konsantrasyonlu  serbestlestirici  ajanlar, kortizoliin antikora baglanmasin
etkileyebilir. Immunoassaylerde poliklonal ve monoklonal antikorlar kullanilir.
Antikor hazirlamak i¢in yaygin kullanilan derivatlar, kortizol 21 hemisiiksinat ve
kortizol 3 karboksimetiloksim konjugatidir. Olgiim prensibi non-izotopik olan
Ol¢tiimler; fotometri, florasan, kemiliiminesans, elektrokemiliiminesans ve time
resolved florasandir. Tablo 2.3’te yaygin kullanilan otomatik immunoassaylerin

bazilarinin detaylar1 verilmistir.

Tablo 2.3. Yaygin kullanilan kortizol 6l¢iim yontemleri.

Enstriiman Prensip End Point Uretici
Roche Elecys /E170 Paramanyetik Elektro- Roche
modular boncuk kemiliiminesans
ACS180and Centaur | Paramanyetik Kemiliiminesans Siemens

partikiiller
IMMULITE Kapli boncuklar Kemiliiminesans Siemens
2000/2500
Access/DXI Paramanyetik Alkalin fosfataz Beckmann
partikiiller
Architect Paramanyetik Kemiliiminesans Abbott
partikiiller
TDX Floresans Floresans Abbott
polarizasyon
VITROS ECi Kapl1 boncuklar Arttirtlmis Ortho
kemiliiminesans
TOSOH Ala Manyetik Kinetik floresans Tosoh
mikroboncuklar
DELFIA Kapli mikroplate Time/resolved Wallac
floresans

Olgiim heterojen ve homojen (seperasyon gerektirmeyen) olabilir. Roche ve
Advia centaur heterojen testlerdir. Yaygin kullanilan sistemler Tablo 2.4’te

verilmistir.
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Tablo 2.4. Yaygin kullanilan kortizol 6l¢iim sistemleri.

ABD Ingiltere

(%) (%)
Siemens Advia Centaur 29.3 274
Beckman Access/DXI 24.3 11.1
SIEMENSImmulite 11.9 16.7
2000/2500
RocheElcys/E170 modular 111 32.1
Abbott Architect 0.7 6.0
Abbott Axsym 4.2 2.0
Digerleri 1.7 2.8

Siemens, Advia centaur Kkortizol testi kompetitif immunoassaylerdir.
Numunedeki kortizol ve akridinyum esteri ile isaretlenmis kortizol, poliklonal tavsan
antikortizol antikoru i¢in yarisir. Bagh kortizol salinmas i¢in salisilat eklenir. Roche
Elecys testi de kompetitif immunoassaydir. Numunedeki kortizol ve rutenyum
kompleks ile isaretli kortizol, poliklonal koyun antikortizol antikoru igin yarisirlar.
Danazol muamelesiyle bagli kortizol salinir. Abbott floresan polarizasyon testi
homojen o6l¢iime bir Ornektir. Yaygin otomatik immunoassaylerin ¢ogu yeterli
performans gosterir. Goreceli olarak Abbott Axsym ve SIEMENSImmulite 2000
metotlar1 daha diisiik performans gosterir. Kortizol immunoassayleri otomatize,

kolay ve yaygin kullanilmalarina ragmen c¢esitli problemler bildirilmistir.
Bu problemler soyledir.

1) Yaygin kullanilan immunoassaylerin ID-MS ya da gaz kromatografisiyle
kiyaslandiginda pozitif biast oldugu gosterilmistir (De Brabandere ve ark,
1995). Murfy ve arkadaslar1 kromatografik piirfikasyon (arindirma) olmadan
Olclim yapan tiim metotlarin idrar kortizoliinii fazla Sl¢tiiglinii gostermistir

(Murphy, 1981).

2) Immunoassay testler tiimiiyle serum protein seviyeleri normal olan hastalarda
iyi c¢alisir. Ancak yogun bakim iinitelerindeki diisiik protein seviyeli
hastalarda sonuglar yaniltict olabilir. Son ¢aligsmalar, Siemens Advia centaur

kortizol testi albumin konsantrasyonunun 24 g/L’den daha diisiik oldugu

36



3)

4)

durumlarda siirekli olarak diisiik sonuglar verdigini gostermistir (Barnes ve

ark, 2007).

Bu testlerde kullanilan antikorlar, prednizol, 11 deoksikortizol ve 21
deoksikortizol gibi steroidlerle gesitli derecelerde ¢apraz reaktivite gosterir.
Prednizon ve prednizolon alan hastalarda, metirapon testi altindaki hastalarda
ve 21 hidroksilaz eksikligi olan hastalarda bu durum problem yaratabilir. Ek
olarak  hipotalamik-hipofiz aks aktive edilmis kritik hastalarda
immunoassayler farkli sonuglar verebilir. ~ Bu hastalarda HHA aks
stimiilasyonu kortizol prekiirsorlerini arttirir. Bu da ¢esitli derecelerde capraz
reaktiviteye neden olabilir. Bu durum, ACTH ile kortizol salimi saglanan
kritik hastalarda (synacthen testi) 3 yaygin immunoassay ve HPLC metotlari
karsilagtirilarak gosterilmistir (Cohen ve ark, 2006). Bu g¢alismada Abbott
TDX metodu ve immulite 2000 metodu HPLC’den sirasiyla %95 ve %97

daha yiiksek sonu¢ vermistir.

Idrar serbest kortizol diizeyini belirlemek icin de ¢esitli immunoassayler
kullanilir. Bazilar1 diklorometan ile ekstraksiyondan sonra olgiim yaparken,
bazilar1 ekstraksiyona ihtiyag duymaz. Ekstraksiyon yapmadan 6l¢lim yapan
metotlar HPLC’den neredeyse 2 kat yiiksek 6lgmektedir (Ching ve ark, 2006;
Horie ve ark, 2007).

Buna ragmen immunoassay teknikler kabul edilebilir spesifite, sensitivite ve

kesinliklerinden ve ayrica hizli sonu¢ vermelerinden dolay:1 giincel metotlardir. Bu

nedenle yaygin olarak kullanilirlar.

2.12.3. Numune

Kan kortizol 6l¢iimii i¢in serum ve heparinize plazma, uygun orneklerdir

(Tietz, 2006). Numuneler oda isisinda ya da buzdolabinda bir hafta, -20°C’de
dondurularak 3 ay saklanabilir. (Burtis ve ark, 2012). Dondurma ¢dzme isleminin
kortizol seviyesini 6nemli sekilde degistirmedigi gozlenmistir. Idrar serbest Kortizol
diizeyi immunoassay ya da HPLC metotlar1 ile belirlenebilir. Bu yontemler
metilkloridin kullanildig1 bir ekstraksiyon basamagina gereksinim duyar ve kortizol

konsantrasyonu bilinen ekstrakte edilmis bir idrar ile ekstraksiyonun yeterliligi
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izlenir. 24 saatlik idrar drnekleri tercih edilir. Toplama periyodu siiresince toplanan
numuneler buzdolabinda saklanmalidir. Genellikle, koruyucu olarak borik asit ya da
asetik asit igeren toplama kaplarina numune toplama onerilmektedir. Eger toplanan
numuneler ayni giin iginde analiz edilmeyecekse -20 °C’de dondurulmalidir (Kaplan
ve ark, 2010).

2.12.4. Kortizol referans aralhiklan

Kortizol referans araligi Ol¢iim yontemine dayali olarak degismektedir
(Kaplan ve ark, 2010). Kan kortizol diizeyi ACTH konsantrasyonu ile paralellik
gosterir. Gilin i¢inde minimum ve maksimum diurnal ritmi vardir ve epizodiktir.
Aksam kortizol konsantrasyonu sabah kortizoliiniin %50’sinden azdir. Kortizol
konsantrasyonunun artmasi stres, glukokortikoid tedavi, gebelik, depresyon,
hipoglisemi ve hipertiroidizm ile iliskilidir. Kadmlar ve erkekler arasinda kortizol
konsantrasyonunda fark yoktur ve referans araligi yasa bagli degildir. Kortizoliin
dolasimda yaklasik yar1 émrii 60 dakikadir, dolayisiyla kan konsantrasyonu hizlh
degisir (Burtis ve ark, 2012).

2.12.5. Kortizol performans hedefleri

Clinik Labrotaory Improvement Amendments (CLIA) 88 de kabul edilebilir
performans kriterleri i¢in giincel hedef %25°tir. Presizyon hedefleri i¢in Fraser ve
arkadaglart 300 ug/L kortizolde maksimum SD’nin 23 ug/L olmasini 6nermiglerdir,
CV:%7.6’dir (Fraser ve ark, 1997). Son ¢alisma verileri, serum ve plazma kortizol
6l¢timiinde laboratuvar igi kesinlik %CV, 100-300 ug/L kortizol konsantrasyonunda
farkli treticiler tarafindan %5-12 arasinda degistigini gostermektedir (Steele ve ark,
2005). 2007 CAP verileri, A.B.D’de en yaygin kullanilan Siemens Advia Centaur
testinin analitik hedefleri karsiladigin1 gostermistir. Abbott AXSYM ve SIEMENS
Immulite 1000 kortizol testlerinin kesinlikleri sirasiyla %12.4 ve %12.6’dir.  Yeni
SIEMENSImmulite 2000 ve 2500 testleri daha iyi performans gosterir (Kaplan ve
ark, 2010).
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2.13. Klinik laboratuvarlarda yontemlerin degerlendirilmesi

Hizmet Kkalitesinin arttirllmasi1 i¢in yeni ya da diizeltilmis testlerin
laboratuvarda uygulamaya gecirilmesi, klinik laboratuvarlarin en Onemli
hedeflerindendir. Yontem se¢imi ve degerlendirmesi, yontemin uygulanmasindaki
onemli basamaklardir. Yeni yontemin rutin uygulamaya girmeden 6nce, laboratuvar
kosullarinda uygunlugunun ve performansinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu,

iyi laboratuvar uygulamalarinin kosullarindandir.

Yontem degerlendirmede bes 6nemli nokta bulunmaktadir. Bunlara uyuldugu

zaman basaril1 bir yontem kiyaslamasi saglanir.

1) Tiim islemlerde klinik perspektifin uygulanmasi,

2) Analitik hedeflerin belirlenmesi

3) Gerekli verilerin toplanarak, dogru deneylerin tasarlanip, yapilmasi
4) Upygun istatistikler kullanilarak hatalarin dogru hesaplanmasi

5) Yontem konusunda tarafsiz kararlarin verilmesi

Degerlendirmede istatistiksel parametrelerden faydalanilir, ancak istatistiksel
yeterlilik tek basina yontemin kabulii i¢in yeterli degildir. Yontem degerlendiriken
laboratuvar maliyeti de géz onilinde bulundurulmalidir. Yine maliyeti de tek basina
degerlendirmek dogru olmaz. Ihtiyag, yeni ydntem secimindeki ilk basamag:
olusturur. Bu gerekliliklerin ayrintili olarak belirlenmesi, dogru ve etkin bir yontem
secimine ve degerlendirilmesine olanak saglar. Ornek miktari, tipi, sonug¢ verme
stiresi, personel becerisi, test maliyeti, yeterli personel durumu, kalite kontrol, atiklar,
giivenlik gibi pratik gereklilikler gézden gecirildikten sonra analitik performansa

gecilebilir.
2.13.1. Analitik performans parametreleri

Yontemin dogrulugu, analitik Ol¢lim aralifi, gerikazanim, duyarlilik,
Ozgillik, okuma limitleri, saptama siniri, girisimden etkilenme durumu, kesinlik,
reaktif dayaniklilig1 ve saglamlik gibi parametreleri kapsamaktadir. Bu parametreleri
degerlendirme deneyleri yapilarak sonuglarin kabul edilip edilemeyecegine karar

verilir.
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2.13.2. Performans standartlari

Yontemin tarafsiz degerlendirilebilmesi i¢in performans standartlarinin
belirlenmesi gerekir ve yontemin gegerliligi bu standartlara gore yapilir. Performans
hedeflerinin analitin belli konsantrasyon ve konsantrasyonlardaki toplam izin verilen
hata (Shackleton ve ark) diizeyini tanimlamasi gerekmektedir. Tam belirlenmis bir
standardin bulunmamasindan dolayr performans hedefleri laboratuvarlar arasinda
farklilik gosterdigi gibi ayni laboratuvarin iginde uygulamadan uygulamaya gore de

farklilik gosterebilmektedir.

Analitik hedeflerin olusturulmas1 i¢in yayimlanmis cesitli kilavuzlar
bulunmaktadir (Barnett, 1968; Fraser ve ark, 1997; Skendzel ve ark, 1985). CLIA
tarafindan ~ yayimlanmis  ¢esitli  analitlerin  laboratuvar  performanslarinm
degerlendirmede kullanilabilecek limitler mevcuttur (Tietz, 2006). Performans
standartlar1 belirlendikten sonra aday yontem secilir ve degerlendirme igin gerekli

deneyler yapilir ve veriler toplanir.

2.13.3. Yontem degerlendirme deneylerinin basamaklari

e Oncelikle prosediiriin degerlendirilmesi i¢in protokol hazirlanir.

e Degerlendirme sirasinda elde edilen tiim veriler raporlanir.

e Yiiksek konsantrasyonda analit i¢eren kontrol materyali ya da serum havuzu
uygun diluent ile seyreltilir. Olgiilen degerler ile grafik ¢izilir ve analitik
aralik belirlenir.

e Olgiim ydnteminin kesinlik galismasi yapilir. Tibbi karar diizeyine yakin
materyaller kullanilarak ve gerekli protokollere uyularak yontemin kesinligi
saptanir.

e Yontem karsilastirma ve geri kazanim deneyleri ile yontemin dogrulugu test
edilir. Bilimsel olarak en gegerli olan, aday yontemin referans yontem ile
kiyaslanmasidir. Geri kazanim deneyleri konsantrasyonu bilinen numunenin
lizerine belirli miktarda analit eklenerek calisiir ve % geri kazanim
hesaplanir. Bu orantisal sistematik hatayi verir.

e Yeni yontemin duyarliligi kalibrasyon egrisinin egiminden faydalanilarak
hesaplanir.

e YoOntemin limitleri belirlenir.
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e QGirisim deneyleri yapilarak yontemin 6zgilliigii saptanir.

e Referans aralik belirlenir.

2.13.4. Yontem kabul edilebilirliginin degerlendirilmesi

1) Performans deneyleri ile belirlenen hatalar analitik hedef olarak belirlenmis
hatalarla kiyaslanir.

2) Hesaplanan toplam hata izin verilen toplam hatadan daha diisiik olmalidir.

3) Analitik parametrelerden bir ya da daha fazlasi i¢in izin verilen hatadan biiyilikse

kabul edilmemeli ve iyilestirme ¢aligsmalar1 yapilmalidir.

2.14. Metot Validasyonu

VALIDASYON (CLSI ve ISO): Bir islem, siirec, sistem, donamim ya da
yontemin beklendigi sekilde ¢alistigini ve kullanim amacini karsiladigini kanitlama

eylemi veya siirecidir.
2.14.1. Dogruluk

Bir analitin 6l¢iilen diizeyinin ger¢cek degere olan yakinligini ifade eder. Hata
(bias) ise iki deger arasindaki farki gostermektedir. Sistematik hata ve rastgele
hatalarin toplami, toplam hatayr olusturur (Tietz, 2006). Dogruluk yontem

karsilagtirma, geri elde ve interferans galigsmalar ile belirlenir.

2.14.2. Analitik arahk (Linearite)

Yontemin Ornekte hi¢ modifikasyon yapilmadan 6lgebildigi konsantrasyon
araligidir. Linearite smirlari kalibrasyon egrisi c¢izilerek saptanir. Bir yontemin
analitik araligi diliisyon islemi yapilmadan beklenen degerin % 95-99’unu
Ol¢ebilmelidir. CLIA 88’e gore yontemin analitik araligi rapor edilebilir aralik olarak

da tanimlanmaktadir (Tietz, 2006).
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2.14.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

2.14.3.1. Limit Of Blank (LOB)

Reaktif ve analit haricinde 6rnek bilesenlerinin Ol¢iimiidiir. Toplam hatay1
etkiledigi i¢in kor Ol¢iimlerinin diizeyi bilinmelidir. Kor ol¢lim diizeyinin diisiik
olmasi istenmektedir. Bu sayede daha dogru ve kesin Ol¢lim yapmak miimkiin
olmaktadir. Kor okumalarmin belli bir olasilikla karsilagilabilecek en yiiksek

degeridir (Tietz, 2006)
2.14.3.2. Limit Of Dedection (LOD)

Belirli bir olasilikla saptanabilen en diisiik analit miktaridir (Tietz, 2006)

2.14.3.3. Limit Of Quantitation (LOQ)

Belli bir presizyon ve dogruluk degerinde kantitatif olarak Olgiilebilen en

kiiglik analit miktaridir (Tietz, 2006).

2.14.4. Tekrarlanabilirlik (kesinlik)

Bir analitik yontemin ayni ornegin ard arda analiz sonuglarimi ayni olarak
analiz edebilme giicli, yontemin kesinligini verir. Rastgele hatayr belirlemek

amaciyla kullanilmaktadir (Tietz, 2006).

2.14.5. Geri Kazanim

Bir analitik yontemin konsantrasyonu bilinen miktarda eklenen analiti dogru
olarak Olgme kapasitesidir. Geri kazanim Olc¢limleri ile bir yontemin dogrulugu
hakkinda en gercekei bilgi elde edilmis olur. Ciinkii igerigi bilinen Ornegin
matriksinde bulunan tiim bilesiklerin varlifinda, analiti ne derece Olg¢tiigiinii

gosteririr (Tietz, 2006)
2.14.6. Interferans (Girisim)

Analitten basgka bir bilesigin etkisi veya 6rnegin 6zelligi nedeniyle, dlciilen

analit konsantrasyonunda klinik olarak anlamli bir Bias’in olusumudur. (Tietz, 2006)
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Klinik Anlamllik: Interferans olusturan bir analitik etkinin, ne kadar

biiytikliikte olursa klinik olarak anlamli olduguna karar verilmelidir.

2.14.7. Referans Aralik Dogrulama

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)’ ya gore gecerliligi kabul
edilen yontemin referans araligi baz alinarak yeni yontemle karsilastirmak amaciyla
20 saglikli birey numunesi analiz edilir. %10’undan fazlas1 aralik disindaysa red

edilir.
2.14.8. Tasima (Carryover)

Otomatize calisan sistemlerde dnceki numuneden sonraki numuneye aktarim
olup olmadigini, oluyorsa bunun kabul edilebilirligini gdstermek i¢in yapilir. Yiiksek
ve diisiik konsatrasyondaki numuneler belirli bir diizen iginde yerlestirilerek
okutulur. Gruplarin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanir. Grup ortalamalari
arasindaki fark total izin verilen hatadan kii¢iik olmas1 durumunda tasima hatasinin

olmadig1 sdylenir (Westgard ve ark, 2008).

2.14.9. Matriks Etkisi

Standart soliisyon i¢indeki analit ile plazma gibi biyolojik matriksteki ayni
analitin - LC-MS/MS  analizlerinde farkli  yanitlar  olusturmasi  seklinde
tanimlanmaktadir. Matriks etkisi es zamanli salinan endojen fosfolipitler ve ve pek
cok farklh bilesikten kaynaklanmaktadir. Matriks etkisi cok degisken olabilir ve
tahmin etmek zordur. Hedef analitin iyonizasyonunu etkiler. (Chambers ve ark,
2007)iyonizasyon etkileri teorik olarak ¢dzelti fazinda ya da gaz fazinda olusabilir.
Biyolojik ekstraklarda ESI ile yapilan ¢aligmalar, iyon supresyonunun temel
nedenini, ugucu olmayan ya da daha az ugucu ¢oOzlinenden kaynaklanan spey
damlacig1r ozelliklerinin degisimi olarak gdsterilmistir. Bu ugucu olmayan
materyaller (tuzlar, iyon eslestirme ajanlari, endojen bilesikler, ilaglar ve
metabolitleri) damlacik olusumunu ya da damlacik buharlasma verimliligini
degistirerek gaz fazinda dedektore ulasan yiikli iyon miktarini etkiler (Annesley,
2003).
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2.14.10. Yontem Karsilastirma

Dogrulugu 6lgmek amaciyla o6rnekler iki yontemde es zamanli olarak c¢alisilir
ve sonuclar karsilastirilir ve aralarindaki iliskiyi belirlemek icin regresyon analizi
yapilir.  Metot karsilastirma  caligmalarinda  yontemler arasinda  gorsel
degerlendirmeyi sagilim grafigi (scatter plot) ve Bland Altman grafikleri (difference
plot) saglar. Iki metot ile elde edilen 6l¢iim sonuglari arasindaki farkin ortalamalarina

kars1 gosterdigi sagilim Bland-Altman uyum grafigi ile degerlendirilir.

Bland Altman grafigi ortalamalar (gercek deger) ve farklar (hata) arasindaki
olasi korelasyonun degerlendirilmesine olanak saglar. Ayrica Bland — Altman grafigi
yanliligin (farklarin sistematik olarak sifirdan farkli olup olmadiginin) ve rastgele
hatanin (farklarin ne kadar yaygin oldugunun) degerlendirilmesini de saglar.
Grafikteki noktalarin, X eksenine yatay uzanan uyum sinirlari arasinda olmasi
beklenir. Metotlar arasindaki uyumsuzluk ise, isaretlenen noktalarin yatay olarak

cizilen sifir ekseninden sapmalariyla 6l¢iilebilir (Mantha ve ark, 2000).

Klinik caligmalarda, iki metot arasindaki uyumu incelemede kullanilan
yontemlerden biri de regresyon analizidir. Deming Regresyon ve Passing-Bablok
yontemleri Tip 1l regresyon yontemleridir. Deming Regresyonu, X ve Y
degiskenlerinden hangisinin bagimli degisken olarak alinacaginin bilinmedigi
durumlarda, her iki degiskendeki hatalarin da dikkate alinmasi gerektigini belirtir.
Passing-Bablok regresyon yontemi parametrik olmayan Tip II regresyon yontemidir.
Bu yontemde test metodu ile referans metot (X ve Y metotlar1) ile elde edilen

verilerin bagimsiz oldugu kabul edilir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan cihaz, malzemeler ve Kitler
3.1.1. Cihazlar

e Tandem MS (ABSCIEX API 3200) (Singapur)

e HPLC { (SHIMADZU UFLC; DGU-20 A3 (degasser), LC-20 AD (A pompasi)
LC20 AD (B pompasi) ve SIL-20 AC HT (oto sampler) }(Japonya)

e Santrifiij (Beckman Coulter Allegra™ X-2212) (Kazlauskaite ve ark)

e Vortex (Heidolph, Almanya)

e Evaporator (Teknosem TEB 40-WEL WT, Tiirkiye)

e Ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)

e Otomatik Eliza okuyucusu ve yikayicisi (Rayto Microplate Washer RT-2600,
Rayto Microplate Reader RT-2100C marka, Cin)

e Roche Cobas e 601 (2115-08, isvigre)

3.1.2. Kimyasallar

e Nitrojen tiipii (Habas)

e HPLC kolonu (Retsek pinnacle marka DB C8, 50x4,6mm, 3pum)

e Kortizol standardi {Sigma; H4001-5G (Lot: SLBD0859V) }

e Kortizon standart1 {Sigma; C2755-1G (Lot: BCBK3819V) }

e Internal standart {( da) (9,11,12,12-D4,%98-d4,%98) Cambridge DLM-2218-0
(Lot:PR20446)

e Metanol {Sigma: 34885-2,5L-R (lot: S2BD126SV ) }

e HPLC grade su {Chemsolute,(Bach no: Q2A085192A) Almanya) }

e Formik asit (HCOOH){Sigma Aldrich, Lot no: 81420 (Kazlauskaite ve ark) }

e Dietil eter {Merck: K43976621 245 (Darmstadt, Almanya) }

e 11 deoksikortizol standard1{LGC; H4001-5G (Lot: 6691 )}

e Aldosteron standardi {Sigma; A9477-5MG (Lot: SLBF3506V) }

e Kolesterol{Sigma; C8503-100G (Lot: 060M1200V) }

e NaH:PO4 2H,0 (Sigma: 82470, Almanya)

¢ NaCl (Merck: K40124804 919, Darmstadt, Almanya)
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e NaxHPO4 (Merck: F1576286 915 Darmstadt, Almanya)
e BSA{Sigma; A9418-10G (Lot108K12772) }

3.1.3. Kitler

e Kortizol serum ELISA kiti{DRG; (Lot43K093-2) Almanya}
e Kortizol idrar ELISA kiti{DRG; (Lot3337) Almanya}
e Kortizol immunoassay kiti{Roche; (Lot174778) Almanya}

3.2. Analiz yontemleri

3.2.1. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) dl¢iim yontemi

3.2.1.1. Serum

DRG kortizol ELISA kitinin galisma prensibi kompetitif baglanma kinetigine
dayanmaktadir. Mikroplate kuyucuklar kortizol molekiiliiniin antijenik kismina kars1
gelistirilmis monoklonal antikorla kaplanmistir. Kapli antikorlara baglanmak igin
hasta numunesindeki endojen kortizol ve kortizol peroksidaz konjugati yarisir.
inkiibasyon sonrasinda bagli olmayan konjugat yikanir. Bagli peroksidaz konjugat
miktar1, numunedeki kortizol konsantrasyonu ile ters orantilidir. Substat soliisyonunu
ilave ettikten sonra olusan renk yogunlugu, numunedeki kortizol konsantrasyonu ile

ters orantilidir.

ELISA Prosediiri

20 pl standart, kontrol ve numuneler kuyucuklara pipetlendi. 200 pl enzim
konjugat1 her kuyucuga eklenerek, 10 saniye karistirilip, oda isisinda 60 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez yikama soliisyonu ile yikanarak her
kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi. 15 dakika oda 1sisinda inkiibe edilip,
her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklendi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 10
dakika i¢inde 450 nm’de mikroplate okuyucuda okutuldu. Standartlara gore ¢izilmis
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak numunelerdeki kortizol konsantrasyonlari

hesaplanda.
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3.2.1.2. idrar kortizol ELISA él¢iim yontemi

Numune ig¢indeki kortizol ile peroksidaz kortizol konjugati antikortizol
antikorlar1 ile kaplanmis mikro kuyucuklara baglanmak igin yarisir. Inkiibasyon
sonrasinda yikama islemi ile bagli olmayan kisim uzaklastirilir. Substrat soliisyonu
ilave edilir ve substrat sollisyonu ile baglh kisim reaksiyonu sonucunda renklenme
gergeklesir. Stop soliisyonu ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Renk yogunlugu,
numunedeki kortizol konsantrasyonu ile ters orantilidir. Kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak numunelerin kortizol konsantrasyonlar1 hesaplanir.

ELISA Prosediirii

Her kuyucuga standartlar ve numune 10 pl pipetlenmistir. 300 pl konjugat
eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile 3 kez yikanarak, 100
ul substrat soliisyonu eklendi. Oda 1sisinda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildikten
sonra 100 ul stop soliisyonu eklendi. 5 dakika i¢inde 450 nm’de absorbansi alindi.
Standartlara gore cizilmis kalibrasyon grafiginden yararlanilarak numunelerdeki

kortizol konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.2. Iimmunoassay ¢alisma prensibi

3.2.2.1. Serum

1. Inkiibasyon: 20 pL numune, kortizole spesifik biyotinli antikor ve
rutenyum kompleksi ile isaretlenmis bir kortizol tiirevi ile inkiibe edilir. Numune
icindeki analit konsantrasyonuna ve ilgili immiin kompleksin olusumuna bagl
olarak, isaretli antikor baglayici yer kismen numune analiti ve kismen rutenyumlu
hapten ile doldurulur. 2. inkiibasyon: Streptavidin-kapli mikropartikiiller eklendikten
sonra biyotin ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kompleks kati faza baglanmis
hale gelir. Reaksiyon karisimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik
olarak yakalandiklar1 6l¢iim hiicresi icine aspire edilir. Daha sonra baglanmamis
maddeler yikanarak uzaklastirilir. Elektrod {izerine voltaj uygulanmasi
kemiliiminesans emisyonuna neden olup, bu bir foton sayici (photomultiplier) ile
Olgiiliir. Sonuglar, 2-noktali kalibrasyon ile cihaza 6zel olarak olusturulmus bir
kalibrasyon egrisi ve reaktif barkodu araciliiyla edinilen bir ana egri (master) ile

tayin edilir.
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3.2.2.2. idrar
Idrar numunelerinin ekstraksiyonu ve hazirlanmasi:

600 pl idrar + 3.0 ml diklorometan cam bir tiip i¢inde 7 dakika boyunca iyice

karigtirilarak, fazlari ayirmak igin 2500 g’de 5 dakika santrifiijlenir. Sulu fazi ve faz

ara ytizeyindeki olasi kalintilar uzaklastirilarak atilir. 1.5 ml diklorometan fazi temiz
bir cam tiip igine aktarilip bir kabin iginde yavasca bir azot akisina maruz birakarak
kuruyana kadar indirgenir. Kuru kahntt 300 pL Elecsys Diluent Universal ile
sulandirilir ve 1 dakika boyunca 4 kere ara sira karistirarak 15-25°C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilir. Hazirlanmis numune serum ve plazma numuneleriyle ayni

sekilde analiz edilir.

3.2.3. LC-MS/MS

3.2.3.1. Metot optimizasyonu

Calismamizda optimum parametreleri belirlemek i¢in en yiliksek intensiteye
sahip pikleri elde etmek icin ¢esitli ¢aligmalar gergeklestirdik. Uygun mobil fazi
belirleme c¢alismalarimizda %100°liik metanol ile hazirlanmis standartlar kullanildi.
[k hazirlanan mobil faz A %0.1°lik formik asit igeren HPLC grade su, mobil faz B
%0.1°lik formik asit igeren %100’liik metanol ile yapild1. Ikinci deneme mobil faz A
HPLC grade su, mobil faz B 9%0.1°lik formik asit iceren %100’liikk metanol ile
yapildi. Standartlar farkli olarak %0.1°lik formik asit i¢geren metanol ile hazirlanarak
her iki mobil fazda denendi. En iyi intensite; %100 metanol ile ¢6ziilmiis
standartlarin mobil faz A HPLC grade su, mobil faz B %0.1°1lik formik asit igceren
%100’1liik metanol ile c¢alisilmasi ile elde edildi. Formik asitin iyonlagmay1 arttiric
etkisi nedeniyle denemelerde kullanildi. Ancak fazla iyonlagmanin da pik intesitesini
olumsuz etkiledigine karar verildi ve standart hazirlamada ve mobil faz A da formik
asit ¢ikarildi. Cihaz ayarlarmi belirlemek i¢in yapilan deneme ¢alismalarinda

belirlenen mobil faz A, mobil faz B ve metanl ile hazirlanmis standartlar kullanildi.

Cihaz ayarlarn ile ilgili olarak time denemeleri 150 milisaniye, 200

milisaniye, 250 milisaniye, 400; enjeksiyon voliimiinii belirlemek i¢in 30 pL, 40 pL,
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60 uL ile; sicaklik denemeleri 400°C, 500°C, 600°C ile ¢caligmalar gerceklestirildi.
fonspray voltaj(IS) ile ilgili denemeler, 4500 V ve 5500 V ile gerceklestirildi.

Akis gradientini belirlemek i¢in yapilan deneme calismasi sonucunda total
akis hizi1 ImL/dk olarak belirlendi. Total akista Pompa B’nin yiizdesini belirlemek
icin %50, %60 ve %80 ile deneme calismalar1 gergeklestirildi. Yontemde kullanilan
akis gradienti Sekil 3.1°de gosterilmistir.(Huang ve ark, 2007; Turpeinen ve ark,
2013)

Metanol ile hazirlanmis standart cihaza enjekte edilerek uygun gaz ayarlari ve

potansiyel ayarlar1 belirlendi.

Gergeklestirdigimiz deneme ¢alismalart sonucunda en yliksek intensiteye

sahip pikleri elde ettigimiz kosullar tablo 3.1°de gdsterilmistir.
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3.2.3.2. LC-MS/MS parametreleri

Calismada kullanilan LC-MS/MS parametreleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. LC-MS/MS parametreleri.

Declustering Potential (DP) 51
Entrance Potential 5
Collision Energy (CE) 35
Collision Cell Exit Potential (CXP) 4
Curtain Gas (Porter ve ark) 10
Collision Gas (CAD) 5
lonspray Voltage (IS) 5500 V
Temperature (TEM) 600°C
lon Source Gasl (GS1) 50
lon Source Gas2 (GS2) 60
Interface Heater On

lonisation Mode

Elektro Sprey Iyonizasyon

lonisation Source Turbo Sprey

Collision Gas N2

Dwell Time 250 milisaniye

Pompa Modu Binary Flow

Total Akis 1 mL/dk

Enjeksiyon volume 60 pL

Analiz siiresi 7 dk

Kolon Restek DB C8, 50 x 4,6 mm, 3 um ters faz
Mobil faz A HPLC grade su

Mobil faz B % 0,1’lik formik asit iceren metanol

Kortizol ve kortizon standartlar1 saf metanolde ¢ozdiiriiliip Q1 ve Qs
iyonlarinin tayini ABSCIEX APl 3200 tandem mass spektrometri cihazinda
AutoTune algoritmasi kullanilarak gergeklestirildi. En yiiksek intensiteye sahip Q1 ve
Qs iyonlar sirayla kortizol i¢in 363.1/121.1 ve 363.1/91, kortizon i¢in 361.1/163 ve
361.1/91.1 olarak belirlendi. izotop (ds) icin ise en yiiksek intensiteye sahip iyonlar
(Q1-Q3) 367.2-121.1 olarak belirlendi. Piklerin ¢ikis siiresi kortizol igin: 2.5 dk,
kortizon i¢in ise 2 dk’dir.
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3.2.3.2.i. Akis Gradienti

Calismada kullanilan akig gradienti Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan akis gradienti.

3.2.3.2.ii. Pikler

Calismada elde edilen kortizole ve internal standartina ait LC-MS/MS pikleri
Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

W_XIC of *MRM (5 pairs): 363.100/121.100 Da ID: Kortizol from Sample 16 of AWt Max. 428.0 cps]

1.84

2o Kortizol

2.97
»

o's 10 15 B 2's EXY X alo a’s 50 55 6.0 65
o Time, min
W _XTC of +MRM (5 pairs): 367.200/121.100 Da 1D: from Sample 16 of metotkarsilastir Max. 320.0 cps]

1.81

Internal Standart

5.52 _5.63

207 340 420 592 627
R 2R IR A A [oRann e P VAT SR TAL NN

0’5 10 15 B 2's 3lo 3’5 alo als 5.0 55 60 6’5
Time, min

Sekil 3.2. Kortizol ve internal standart (d4-kortizol) pikleri.
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Calismada elde edilen kortizona ve internal standartina ait LC-MS/MS pikleri
Sekil 3.3’te gosterilmektedir.

«
W_XIC of +MRM (5 pairs): 361 100/163.000 Da ID: Kortizon from Sample 20 (1 of 0914... Max. 180.0 cps]
o
180 177
~.160
"~ 1404
120
- Kortizon
© 100
-
60 412
40
0.81 455 6.25 6.52
20 _2.03 2.55 312 333 372y 403, _4.70 5.85.5.93 665
3.01 4.30 04.87 5.44
K AN fraanron NNV
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5
P Time, mi
W XIC of +MRM (5 pairs): 367.200/121.100 Da ID: d4-Kortizol from Sample 20 (12Kortizon) of Max. 428.0 Cps|
a28 187
- 4009
=
- 3501
“ 3004
250
®
~ 200
-
— 1504
Internal Standart
100
k| a.27 6.08
50’ 2.27 251 2.72 315 352371 399 4.78.4.86 5.65 617648 ggg
0
0’5 10 15 20 2’5 B 3’5 450 4’5 5.0 55 6.0 65
Time, min

Sekil 3.3. Kortizon ve internal (d4-kortizol) standart pikleri.

3.2.3.3. Calisma prosediirii

250 ul 6rnek ya da standart alinip tizerine 50 ul internal standart ve 3 ml dietil
eter eklenerek 1dk vortekslendi. 13500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda iist faz temiz bir tiipe alindi. Ust faz1 alinmus tiipe tekrar 3 ml dietil eter
konularak, tekrar 1 dk vortekslendi. 13500xXg’de 10 dakika santrifiij edildi. Bunun

iist faz1 da tekrar {ist faz1 alinan temiz tiipe ilave edildi. Azot gazi altinda ugurularak
kurutulan tiiplere %0,1 lik formik asit + %50 lik metanolden 200 pl ilave edilerek
¢oziildii. 200 pl viallere enjekte edilip, viallerin kapaklar1 kapatilarak otosamplere

yerlestirilerek analiz gerceklestirildi.
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3.3. On islemlerde kullanilan cézeltilerin hazirlanmasi

3.3.1. BSA hazirlanmasi

Bovin Serum Albumin-Standart Buffer (BSA-PBS), 0.1 M PBS, %1 BSA,
%0,9 NaCl, pH 7.4: Cozelti 1.134 g Na2HPO4 , 0.302 g NaH2PO4 2H20, 0.9 g NaCl,
1 g sigir serum albumin 100 mL HPLC grade suda ¢6zdiiriildii. pH ise NaOH ve HCI

kullanilarak 7.4 olarak ayarlandi.
3.3.2. Standartlarin Hazirlanmasi

3.3.2.1. Kortizol standart1

Stok 1: liyofilize haldeki kortizol standartt 10 mg/L olacak sekilde saf metanol ile
¢Ozildii.

Stok 2: stok 1°den 1/10 diliisyon yapilarak 1 mg/L = 1000 pg/L’lik standart elde
edildi.

Stok 3: stok 2°den 1/5 diliisyon yapilarak 200 pg/L’lik standart elde edildi.

3.3.2.2. Kortizon standarti

Stok 1: liyofilize haldeki kortizon standardin1 1000 mg/L olacak sekilde saf metanol
ile ¢oziildii.

Stok 2: stok 1°den 1/100 diliisyon yapilarak 10 mg/L’lik standart elde edildi.

Stok 3: stok 2’ten 1/10 diliisyon yapilarak 1mg/L=1000 pg/L’lik standart elde edildi.
Stok 4:stok 3’ten 1/5 diliisyon yapilarak 200 pg/L’lik standart elde edildi.

3.3.3. D4 Kortizol izotop hazirlama prosediirii

Stok 1: 4000 mg/L. 10 mg D4 kortizol 2.5ml metanol ile ¢6ziildi.
Stok 2: 40 mg/L. Hazirlanan stok 1°den 1000 pul alinip, 99000 pl metanol eklendi.
Stok 3: 800 ug/L. Stok 2’den 2000 pl alinir, 98000 ul metanol eklendi.

Calismada 20 pg/L’lik kortizol izotopu kullanilmigtir. 800 pg/L’lik stok 3’ten
250 pL alinip, 9750 puL metanol ilave edildi. Boylece 20 pg/L’lik konsantrasyon elde
edildi.
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3.4. Metot validasyonu

3.4.1. Linearite (dogrusallik) ¢calismasi

Metot validasyonu kapsaminda gergeklestirilen linearite ¢alismasi CLSI EP6-

A protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Bu protokol sunlar1 icermektedir;
Dogrusalligin istatistiksel degerlendirmesi i¢in yapilan ¢aligsmalar igerir.

e Protokol en az 5 6rnegin ¢ift calisilmasini kabul eder

e Onerilen 6rnek ve tekrar sayisi calismanin amacina gore degisir:

e Lineer araligi belirlemek i¢in 9-11 diizey ve her 6rnegin 2 veya 4 tekrarh
calismasi onerilmektedir (ilk ¢alisma icin lineer araligi beklenenden %20-30
daha genis tutmak gerekir).

e Modifiye yontem veya laboratuvar i¢i kurulan yontemi (in-house)
dogrulamak icin 7-9 nokta ve her diizeyde 2 veya 3 tekrar calisma
onerilmektedir.

e Laboratuvarda lineer araligin gegerliliginin kanitlanmasi i¢in 5-7 6rnek ve her
diizeyde 2 tekrar galigma 6nerilmektedir (Westgard ve ark, 2008)

e Bu protokol dogrultusunda kortizol i¢in 10000 pg/L’den, 1000, 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.81, 3.90 ve 1.95 ng/L’lik konsantrasyonlar elde
edilecek sekilde, kortizon i¢in ise 1000 pg/L’lik standarttan 200, 100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0.78 pg/L’lik konsantrasyonlar elde edilecek
sekilde BSA-PBS ile seri diliisyon yapildi ve linearite caligmasinda
kullanildi.

3.4.2. Analitik ol¢iim limitleri
Limitler CLSI EP17 protokoliine gore belirlendi (Westgard ve ark, 2008).
3.4.2.1. Limit of blank (LOB)

Limit of blank caligmasinda BSA 6n islemlerden gecirilerek standartlarla
birlikte 20 defa okutularak kortizol ve Kortizon degerleri hesaplandi.
e Kor 0rnegi ve diisiik seviye analit igeren 6rnek alinir.

e 60 tekrar olacak sekilde 5 giin 6l¢ilim yapilir.
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e LOB=Mean (blank) + 1.65S (blank)
e LOD=LOB+ 1.65S (diisiik seviye)
e LOQ= Bias (diistik seviye)+ 2S (diisiik seviye) oldugu ilk nokta

3.4.2.2. Limit of detection (LOD)

Kromatografik yontemlerde alt limitlerin sinyal/giiriilti oranlarina gore
saptanmasi esas alindi. Sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu konsantrasyon degeri

dedeksiyon limiti olarak belirlendi.
3.4.2.3. Limit of quantitation (LOQ)

Kromatografik yontemlerde alt limitler sinyal/giliriilti oranlarina gore
saptanmasi €sas alindi. Sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu konsantrasyon degeri

kantitasyon limiti olarak belirlendi.

3.4.3. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik) Calismasi

Kesinlik ¢aligmasi CLSI EP5-A protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Bu protokol kapsaminda;

e Matriks klinik hasta 6rneklerine uygun olmalidir.

e ki konsantrasyon &nerilmektedir ancak daha fazlada kullanilabilir.

e C(Cihazin Olglim araligmin biiyiikk ¢cogunlugunu kapsayan konsantrasyonlar
secilmelidir.

e Eger ikiden fazla konsantrasyon kullanilacaksa tibbi karar konsantrasyonuna
yakin degerler se¢ilmelidir.

e 20 calisma giinii ve giinliik iki ¢alisma yapilmasi onerilmektedir (Westgard
ve ark, 2008).

e CLSI EP5-A protokiiline wuyularak gerceklestirlen tekrarlanabilirlik
calismasinda kortizol i¢in 500, 200, 25 pg/L’lik sandartlarla, kortizon icin
200, 25, 3.125 ng/L’lik standartlarla ¢alisma igi (giin i¢i), gilin i¢i ¢aligmalar
aras1 ve giinler aras1 20 Ol¢iim ¢ift calisilarak tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi
gerceklestirildi. Standartlar 20 cam tiipe boliinerek giinler arasi

tekrarlanabilirlik ¢alismasinda kullanilmak tizere donduruldu.
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3.4.4. Geri elde ¢alismasi

Geri elde ¢alismasinda kortizol ve kortizon igin 200, 50 ve 12.5 ug/L’lik
standartlar kullanildi. Standartlar 200 pg/L’den baslayarak 0.78 pg/L’ye kadar seri
diliisyonla inildi ve kalibrasyon grafigi bu 9 noktaya gore ¢izildi.

Kortizol ve kortizon igin;

1. Tiipe 900 pl serum havuzundan alinip, 100 pul BSA eklendi.

2. Tiipe 200 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 ul serum havuzundan eklendi.
3. Tiipe 50 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklendi.
4. Tiipe 12.5 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklendi.

On islemler tamamlanarak okutuldu ve eklenen standartlara gore %R

degerleri hesapland.

3.4.5. interferans calismasi

Klinik laboratuvarlarda interferans c¢alismasi kapsiminda gerceklestirilen

interferans ¢alismas1 CLSI EP7-A protokoliine gore gergeklestirildi. Bu protokol;

Analit Konsantrasyonu: interferans calismasi, analitin 2 farkl1 tibbi karar
seviyesinde degerlendirilmelidir. Kontrol ve test yapilacak o6rnek havuzlarinin

igerdikleri analit miktarlar1 bu seviyelere uygun olmalidirlar.

Interferan Konsantrasyonu: Kapsamli bir interferans ¢alismasinda
interferans  yapabilen bir madde, bir laboratuvarin hasta Orneklerinde

karsilasilabilecegi en yiiksek konsantrasyonunda olmahidir (Westgard ve ark, 2008).
Yukaridaki belirtilen kosullara dikkat edilerek interferans ¢alismasinda;

Kortizol igin, 11 deoksikortizol, kolesterol ve prednizolon ile kortizon igin ise

11 deoksikortizol, kolesterol ve aldosteron ile interferans ¢alismasi yapildi.

11 deoksikortizolden 0.78-100 pg/L’lik standart, kolesterolden 100-1500
mg/dl’lik standart, aldosterondan 10-200 pg/L’lik standart, predizolondan 10-200
ng/L’lik konsantrasyonlar kullanildi.
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Diisiik ve yiiksek seviyelerde olmak iizere iki serum havuzu elde edildi.

Interferan madde eklemek icin 5 adet tiip alinds.

Diisiik diizey serum havuzundan esit miktarda 1. ve 5. tiipe konuldu. 1. tiipe
diisiik diizey interferan serum havuzunun %10’nunu gegmeyecek sekilde konuldu. 5.
tipe de aym1 miktarda yiiksek diizey interferan ilave edildi. 1. ve 5. tiiplerde esit
miktarda alinarak 3. tiipe konuldu. 1. ve 3. tiiplerden esit miktarda alinarak 2. tiipe
konuldu. 3. ve 5. tiiplerden esit miktarda alinarak 4. tiipe konuldu. Boylece 1. tiipten
5. tiipe kadar artan konsantrasyonlarda (%0, %25, %50, %75 ve %100) interferan
iceren tiipler elde edildi. Yiiksek seviye serum havuzu iginde ayni islemler
tekrarlandi. Her iki seviye serum havuzu iginde interferan madde kadar BSA
ekleyerek birer tiip daha hazirlandi. Kalibrasyon grafigi ¢izmek icin gerekli 3 seviye
standart ile (200, 25 ve 0.78 pg/L) tiim bu tiiplerin 6n islemlerini tamamlanarak 3’er
kez okutuldu. 1. tekrar interferan konsantrasyonu artan sirada, 2. tekrar interferan
konsantrasyonu azalan sirada, 3. tekrar tekrar interferan konsantrasyonu artan sirada
olacak selikde gergeklestirildi. Tiim konsantrasyonlarda ve interferanlarda ayni islem
tekrarlanda.

3.4.6. Referans aralik dogrulama ¢alismasi

Referans araligi dogrulama amaciyla 6gleden 6nce ve 6gleden sonra olmak
tizere 20 saglikli kigiden numune alinip, 6n islem protokollerine uyularak analiz

gerceklestirildi.
3.4.7. Tasima (Carryover) ¢calismasi

Tasima calismasinda Yyiiksek ve diisiik konsatrasyondaki numuneler belirli bir

diizen i¢inde yerlestirilerek okutuldu. Diizenleme sekli asagidaki gibidir.

D1-D2-D3-Y1-Y2-D4-Y3-Y4-D5-D6-D7-D8-Y5-Y6-D9-Y7-Y8-D10-Y9-Y10-D11
GRUP 1: D2-D3-D6-D7-D8
GRUP 2: D4-D5-D9-D10-D11

Grup 1 diisiiklerden sonra gelen diisiik numunelerden olusurken, Grup 2
yiikseklerden sonra gelen diisiik numuneleri icermektedir. Gruplarin ortalamalar1 ve

standart sapmalar1 hesaplanir. Grup ortalamalar1 arasindaki fark total izin verilen
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hatadan kii¢ciik olmast durumunda tasima hatasinin olmadigi sdylenir (Westgard ve
ark, 2008).

Tasima ¢alismasinda kortizol ve kortizon i¢in kullanilan konsantrasyonlar;

Diisiik konsantrasyon: 0.78 ug/L
Yiiksek konsantrasyon: 200 pg/L’dir.

Kortizol ve kortizon i¢in yukaridaki konsantrasyonlar kullanilarak tasima
calismasi i¢in gerekli tiipler standart 6n islemlerden gecirilerek, yukaridaki siraya

gore analiz edildi.

3.4.8. Numune stabilite ¢calismasi

Numune stabilitesini belirlemek amaciyla kortizol ve kortizon i¢in 3 farklh
diizeydeki hasta numunesi ayni giin igerisinde standart 6n islemlerden gegirilerek
calisildr ve 15, 30 ve 45. giinlerde calisilmak iizere porsiyonlanip, donduruldu. Her

calisma giiniinde standart 6n islemler yapilarak analiz gerceklestirildi

3.4.9. Dondurma ve ¢ézmenin etkisinin belirlenmesi

Dondurma ve ¢ozme isleminin Kkortizol ve kortizon Olglimiine etkisini
belirlemek amaciyla diisiik ve yiiksek diizey olmak tizere farkli konsantrasyonlarda
serum havuzu olusturuldu. 4 defa dondurup ¢6zme islemi gergeklestirildi.
Cozdiriilen numuneler standart 6n islemlerden gegirilerek analiz edildi ve O6l¢tim

sonuglar1 kaydedildi.

3.4.10. Matriks etkisi calismasi

Kortizol ve kortizon i¢in matriks etkisi ¢alismas1 Chambers ve arkadaglarinin
yaptig1 ¢aligma protokiiliine uygun olarak gercgeklestirildi ve onlarin % matriks etkisi
hesaplamasina uygun olarak hesaplandi. Kortizol i¢in 500, 125 ve 31.25 pg/L’lik
standartlar, kortizon i¢in ise 200, 100 ve 25 pg/L’lik standartlar kullanilarak
gergeklestirildi. Bir serum havuzundan kortizol ve kortizon icin 3’er tiip olmak {izere
6 tiip, numune hazirlama protokiiliine uygun olarak 6n islemden gecirildi. Kortizol
icin On igslemden gegirilen 3 tiip azot gazi altinda kurutulduktan sonra 200 pl %0.1
formik asit iceren %50’lik metanol ile ¢oziiliip, sirayla 200 pl 500, 150 ve 31.25
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ng/L’lik kortizol standart1 eklendi. Iyice karistirlip, 200 pl viale almarak analizleri
gerceklestirildi. Ayni analiz i¢inde kortizol i¢in herhangi bir 6n islem yapilmadan 3
tiipe 200 pl %0.1 formik asit iceren %50’lik metanol ve sirayla 200 pl 500, 150 ve
31.25 pg/L’lik kortizol standarti eklendi. Iyice karistirlip, 200 pl viale almarak

analizleri gergeklestirildi.

Kortizon i¢in 6n islemden gegirilen 3 tiip azot gazi altinda kurutulduktan
sonra 200 pl %0.1 formik asit iceren %50’lik metanol ile ¢oziiliip, sirayla 200 pl
200, 100 ve 25 pg/L’lik kortizon standart: eklendi. lyice karigtirtlip, 200 ul viale
alimarak analizleri gerceklestirildi. Ayni1 analiz i¢inde kortizon i¢in herhangi bir 6n
islem yapilmadan 3 tiipe 200 pl %0.1 formik asit igeren %50’lik metanol ve sirayla
200 pl 500, 150 ve 31.25 pg/L’lik kortizon standarti eklendi. Bu standartlar iyice
karistirtlip, 200 ul viale alinarak analizleri gergeklestirildi (Chambers ve ark, 2007).
Kortizol ve kortizon i¢in 6n islem uygulanan ve uygulanmayan ayni

konsantrasyondaki standartlarin pik alanlarindan hesaplama islemi yapildi.
3.4.11. Metot karsilastirma ¢calismasi

EP9-A2: Hasta orneklerini kullanarak yontem karsilastirma ve bias

hesaplama protokiiliidiir.

Yontem karsilastirmanin  gerceklestirilebilmesi  icin  yontem gbdzden
gecirilmeli, verilerin islenmesi icin, kayit ve hesaplama tablolari, gozden gegirme ve
detayli akis semalar1 bulunmalidir. Ek olarak 6rnek dagilim ve bias grafikleri de
bulunmalidir. Final kismi degerlendirilen bias i¢in iireticilere Onerileri ve rapor

formatinda bias beklentilerini igermelidir (Westgard ve ark, 2008).

LC-MS/MS, ELISA ve kemiliiminesans immunoassay yontemleri kiyaslamak
amaciyla Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarma
gelen, rutin istemleri iginde kortizol bulunan hasta serumlari, Roche Moduler E-170
otoanalizoriinde analiz edildikten sonra artan kalan numuneleri LC-MS/MS ‘de
analiz edilmek {iizere cam tiiplere ayrilip donduruldu. 2 hafta icinde Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda bulunan ABSCIEX API 3200
Likid kromotografi-kiitle  spektrometri (LC/MS/MS) cihazinda dlg¢iimleri

gerceklestirildi. Ayni numuneler ayrica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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(ELISA) galismast igin porsiyonlanip, donduruldu. Serum numuneleri ayrilirken,
immunoassay sonuglarina gore referans araligi i¢inde, referans araliginin altinda ve
iistiinde olmas1 durumuna gore esit dagilim yapilmasina 6zen gosterildi. Ayni sekilde
24 saatlik idrar istemlerinde kortizol bulunan hastalar, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ve LC-MS/MS’te ¢alisilmak iizere porsiyonlanip,

donduruldu. Metot karsilastirma ¢alismasinda 89 serum, 70 idrar numunesi ¢alisildi.

3.5. istatistiksel analiz

MedCalc Versiyon 9.2.0.1 istatistik programi, EP Evaluator Release 8.0.0.171
versiyon ve Excel (2010) programlar1 kulanilarak istatistiksel analiz ger¢eklestirildi.
Uygulanan tim yontemlerde numuneler c¢ift calisip, ortalamalart alindi. Yontem
karsilagtirma c¢alismasinda elde edilen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), kemiliiminesans immunoassay ve LC-MS/MS verilerinin regresyon
analizleri gerceklestirildi. Yontemler arast mutlak uyumu degerlendirmek amaciyla
Bland Altman grafikleri, yontemleri arasi iliskisel uyumu goéstermek amaciyla da

Passing Bablok analizleri gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Linearite ¢calismasi

Kortizol ve Kkortizon igin linearite verileri sirasiyla Tablo 4.1 ve 4.2°de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Kortizol linearite verileri.

Kortizol(ng/L) | Kortizol Kortizol Kortizol 1. ve | Diliisyon | Uygunluk
1. 6l¢iim 2. 6l¢iim 2. Ol¢iim No %
(ng/L) (ng/L) ortalamasi

10000 10030 9970 10000 1 100

1000 1040 1060 1050 2 105

500 576 414 495 3 99

250 274 258 266 4 107

125 134 136 135 5 108

62.5 70.5 68.5 69.5 6 111

31.25 34 30.2 32.1 7 103

15.62 19.6 18 18.8 8 120

7.81 114 8 9.69 9 124

3.9 4.44 4,78 4.61 10 118

1.90 2.60 1.94 2.27 11 119

Tablo 4.1°de kortizoliin BSA ile 10000 pg/L’den baglayip 1.90 pg/L’ye kadar

seri dillisyon

ile inilen Ol¢liimler ve ortalamalari

goriilmektedir.

Her bir

konsantrasyon c¢ift 6lciiliip, ortalamalar1 alindi. Olgiilen deger beklenen degere

boliniip 100 ile ¢arpilarak % uygunlugu tespit edildi.
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Grafik 4.1. Kortizol linearite grafigi ve sonuglarin dagilimi.

y=0.998x-15.826

r?=0.999

Tablo 4.2. Kortizon linearite verileri.

Kortizon Kortizon 1. | Kortizon 2. | Kortizon 1. ve 2. | Diliisyon Uygunluk
(ng/L) Olgiim(ug/L) | Olgiim(ug/L) | Oliim no %
ortalamasi(ng/L)

200 198 202 200 1 100
100 96.2 95 95.6 2 95.6
50 61.2 56 58.6 3 117.2
25 26.6 30 28.30 4 113.2
12.5 14.7 11.3 13 5 104
6.25 7.54 8.02 7.780 6 124.5
3.125 4.04 4.420 4.230 7 135.4
1.56 1.72 1.940 1.830 8 117.3
0.78 1.05 1.09 1.070 9 137.2
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seri

Tablo 4.2’de kortizonun BSA ile 200 ug/L’den baslayip 0.78 pg/L’ye kadar

diliisyon

ile

inilen Olglimler ve ortalamalari

goriilmektedir.

Her

bir

konsantrasyon ¢ift okutulup ortalamalar1 alindi. Olgiilen deger beklenen degere

boliiniip 100 ile carpilarak % uygunlugu tespit edildi.

Measured {ug/L)

Scatter Plot
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Grafik 4.2. Kortizon linearite grafigi ve sonuglarin dagilimi.

y=1.0089x-1.6487

r’=0.997

4.2 Analitik ol¢iim limitleri

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de BSA ile ve 0.39 pg/L’lik standart ile yapilan

okuma sonuglarina gore tespit edilen kor okuma limiti Tablo 4.3°te gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Kortizol kér okuma limiti.

Sensitivity Statistics

2 SD Limit of Blank (95% Conf): 0,0878 ug/L
Manufacturer's Claim: -

Passes: -

Response Statistics

Concentration Mean sSD
0 0,10065 0,05807
0,39 0,61670 0,16869
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Kortizol i¢in kor okuma limiti %95 giiven araliginda 0.0878 ug/L olarak
tespit edildi.

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranmna goére belirlenen
dedeksiyon limiti Grafik 4.3’te gosterilmektedir.

" XIC of +MRM (5 pairs): 363.100/121.100 Da ID: kortizol from Sample 8 (1.56pbb kortizol) of BSAKORTIZOLKORTIZONO2.08.2014.wiff (... Max. 132.0 cps,|
248
1304 S/N = 4.5
125
1204
115 Ymax=2.4e+1 cps Ymin=4.0e+0 cps

Peak Int.(Subt.)=9.0e+1

1104
1054 179
100
954
90
85
801 4.93

4.07
754

70
65 3.69
604 4.464.52

Intensity, cps

477
554

50 2.78
454
404
354

118 3.60<
154 1.90. 2.04

303 3.30
- Noise - 0.85 1.84.
029 2.32 1.33
0.74(| .0.90

20 T s 3o 3’5 40 45 50 55 60 65
Time, min

Grafik 4.3. Kortizol dedeksiyon limiti (sinyal/giiriiltii=S/N)

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranmna gore belirlenen
dedeksiyon limiti 1.56 pg/L olarak tespit edildi.

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen
kantitasyon limiti Grafik 4.4’te gosterilmektedir.
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B X|C of +MRM (5 pairs): 363.100/121.100 Da ID: kortizol from Sample 7 (3.125pbb kortizol) of BSAKORTIZOLKORTIZON02.08.2014.wiff ...

Max. 296.0 cps.|

206 1.81
S/N =13.9
280+
260 Peak Int.(Subt.)=2.8e+2
2404 Ymax=2.8e+1 cps Ymin=8.0e+0 cps
220+
200+
»
o 180
o
2 160
»
c
2 140
£ 2.42
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4.12
80
282 4.91
| 2.06 380 || 417 88
60 1.82
1.70
338 4.37
0.45 T.3.46
404 0.70 1.101.28 1.53 2.99 3.06
- Noide .
20;1,60\ '1,45_1.40 -0.80 -0.11<
M
0 T T T T T T T T T T T T T
0.5 1.0 15 T 20 25 T 30 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5
Time, min

Grafik 4.4. Kortizol kantitasyon limiti (sinyal/glirtilti=S/N)

Kortizol i¢in LC-MS/MS’de

kantitasyon limiti 3.125 pg/L olarak tespit edildi.

sinyal

giiriilti oranina gore belirlenen

Kortizon i¢in LC-MS/MS’de BSA ile ve 0.39 pg/L’lik standartla yapilan

okuma sonuglarina gore tespit edilen kor okuma limiti Tablo 4.4°te goriilmektedir.

Tablo 4.4. Kortizon kor okuma limiti.

Sensitivity Statistics

2 SD Limit of Blank (95% Conf): 0,132ug/L
Manufacturer's Claim: —
Passes: —

Response Statistics

Concentration Mean sSD
0 0,13379 0.05051
0,39 043116 0.07391

Kortizon i¢in kor okuma limiti %95 giiven araliginda 0.132 ug/L olarak tespit

edildi.
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Kortizon i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina goére belirlenen
dedeksiyon limiti Grafik 4.5’te gosterilmektedir.

" XIC of +MRM (5 pairs): 361.100/163.000 Da ID: kortizon from Sample 21 (0.78ppb Kortizon) of BSAKORTIZOLKORTIZON02.08.2014.wif... Max. 140.0 cps,|

1404 1.68

S/N = 3.3
1304

Peak Int.(Subt.)=1.2e+2
120+

Ymax=4.0e+1 cps Ymin=4.0e+0 cps
110
100
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80

704
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60J -1.70 0.94
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2.72 1.62
~0.15 234
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20

10

T T T T T T T T T t T T
0.5 1.0 15 T 2.0 25 T 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5
Time, min

Grafik 4.5. Kortizon dedeksiyon limiti (sinyal/giiriilti=S/N)
Kortizon i¢in LC-MS/MS’de sinyal giriiltii oranina gore belirlenen

dedeksiyon limiti 0.78 ug/L olarak tespit edildi.

Kortizon i¢in LC-MS/MS’de sinyal giriiltii oranina gore belirlenen
kantitasyon limiti Grafik 4.6’da gosterilmektedir.

W X(C of +MRM (5 pairs): 363.100/121.100 Da ID: kortizol from Sample 7 (3.125pbb kortizol) of BSAKORTIZOLKORTIZON02.08.2014.wiff . Max. 296.0 cps
206 1.81
S/N = 13.9
2804
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Grafik 4.6. Kortizon kantitasyon limiti (sinyal/giiriilti=S/N)
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Kortizon i¢in LC-MS/MS’de sinyal giiriiltii oranina goére belirlenen

kantitasyon limiti 3.125 pg/L olarak tespit edildi.

4.3. Tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismasi

4.3.1. Kortizol calisma ici kesinlik ¢alismasi

Kortizol i¢in 500, 200, 25 pg/L’lik konsantrasyonlar ayni ¢alisma i¢inde ard

arda 20 defa okutuldu. 500 pg/L’lik kortizol konsantrasyonun calisma igi

tekrarlanabilirlik ¢calisma verileri Tablo 4.5’te goriilmektedir. Ayni numunenin 2 SD

araligindaki dagilimi Grafik 4.7’ de goriilmektedir.

Tablo 4.5. 500 pg/L kortizol calisma igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari.

Precision Statistics

Mean

Standard Deviation (SD)
95% Confidence for SD
Coefficient of Variation (CV)

502,6 ug/L
47

351t0 86,8
0,9%

95% Confidence for Mean
2 SD Range

Number of Specimens (N)
Number of Qutliers

500.4 to 504,7
493,2t0 511,98
200f20

Precision Plot

I
i
!

SO Index
]

10 15 20
Specimen Index

Grafik 4.7. 500 pg/L Kortizol ¢alisma igi tekrarlanabilirlik SD dagilima.
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200 pg/L’lik kortizol konsantrasyonun calisma igi tekrarlanabilirlik ¢alisma

verileri Tablo 4.6’da gosterilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.8’de gosterilmektedir.

Tablo 4.6. 200 pg/L kortizol calisma igi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 202,1 ug/L 95% Confidence for Mean 200,1 to 204,0
Standard Deviation (SD) 41 2 SD Range 193,9t0 210,2
95% Confidence for SD 3,110 6,0 Number of Specimens (N) 200f 20
Coefficient of Variation (CV) 2,0% Number of Outliers -
Precision Plot
3 F
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. .
TR U USSR
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_2 CE
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Grafik 4.8. 200 pg/L Kkortizol ¢alisma igi tekrarlanabilirlik SD dagilima.

25 pg/L’lik kortizol konsantrasyonun calisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligsma

verileri Tablo 4.7°de gosterilmektedir. Aynt numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.9’da gosterilmektedir.
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Tablo 4.7. 25 ng/L kortizol ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 25,10 ug/L 95% Confidence for Mean 24 44 to 25,76
Standard Deviation (SD') 1,36 2 SD Range 22 37 to 27,83
95% Confidence for SD 1,03 to0 2,02 Number of Specimens (N) 190f 19
Coefficient of Variation (CV) 5,4% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.9. 25 ug/L kortizol ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik SD dagilima.

Kortizoliin  ¢alisma i¢i  tekrarlanabilirlik  sonuglar1  Tablo 4.8’de
gosterilmektedir.
Tablo 4.8. Kortizol ¢alisma igi tekrarlanabilirlik ¢aligma sonuglari.
Konsantrasyon Ortalama SD %CV
500 502.6 4.7 0.9
200 202.1 4.1 2
25 25.10 1.36 5.4
Kortizol c¢alisma i¢i kesinlik ¢alismasinda 500 pg/L’lik konsantrasyonda

elde ettigimiz SD degeri 4.7, %CV 0.9 olarak bulundu. 200 pg/L’lik
konsantrasyonda elde ettigimiz SD: 4.1, % CV: 2, 25 pg/L’lik konsantrasyonda elde
SD:1.36, %CV:5.4tiir.
(www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in izin verilen total hata % 22.8 olarak

ettigimiz Wesgard’in web sitesinde

verilmigtir. Calisma i¢i SD < 0.25 TE olmas1 gerekmektedir.
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500 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi; 500%0.228=114
ng/L’dir. Izin verilen SD: 114+4= 28.5°dir. 4.7<28.5 oldugu igin, 500 pg/L’lik

konsantrasyonda calisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

200 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 200x0.228=45.6
pg/L’dir. Izin verilen SD: 45.6+4=11.4’dir. 4.1<11.4 oldugu i¢in 200pg/L’lik

konsantrasyonda calisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

25 ug/L’lik  konsantrasyon i¢in  izin  verilen hata  diizeyi
25x0.228=5.7ug/L dir. Izin verilen SD: 5.7+4=1.425"dir. 1.36<1.425 oldugu i¢in 25
ng/L’lik konsantrasyonda ¢alisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.3.2. Kortizol giin i¢i cahsmalar arasi kesinlik calismasi

Kortizol i¢in 500, 200, 25 pg/L’lik konsantrasyonlar 6gleden 6nce ve d6gleden
sonra olmak iizere ayni ¢alisma iginde ard arda 20’ser defa okutuldu. 500 pg/L’lik
kortizol konsantrasyonun giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma verileri
Tablo 4.9°da gosterilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi Grafik
4.10°da gosterilmektedir.
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Tablo 4.9. 500 ug/L kortizol giin igi caligmalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma
sonuglart.

Precision Statistics
Mean 502,5 ug/L 95% Confidence for Mean 500,7 to 504,3
Standard Deviation (SD) 58 2 SD Range 4909 to 514 1
95% Confidence for SD 47t074 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 1,1% Number of Qutliers -
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Grafik 4.10. 500 pg/L kortizol giin i¢i c¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik SD
dagilimi.

200 pg/L’lik  kortizol konsantrasyonun giin i¢i ¢alismalar arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligma verileri Tablo 4.10°da gosterilmektedir. Ayni numunenin

2SD araligindaki dagilimi Grafik 4.11°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.10. 200 pg/L kortizol giin igi ¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma
sonugclari.

Precision Statistics
Mean 196,6 ug/L 95% Confidence for Mean 1942 to 199,1
Standard Deviation (SD) 7.6 2 SD Range 181,3t0 211.,9
95% Confidence for SD 6,3t109.8 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 3,9% Number of Outliers -
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Grafik 4.11. 200 pg/L kortizol giin i¢i c¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik SD
dagilimi.

25 pg/L’lik  kortizol konsantrasyonun glin  i¢i  ¢aligmalar arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligma verileri Tablo 4.11°de gosterilmektedir. Ayni numunenin

2SD araligindaki dagilimi Grafik 4.12°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.11. 25 pg/L kortizol giin i¢i ¢alismalar arasi

tekrarlanabilirlik ¢aligma

sonugclari.
Precision Statistics
Mean 26,10 ug/L 95% Confidence for Mean 25,66 to 26,54
Standard Deviation (SD) 1,38 2 SD Range 23,34 10 28,86
95% Confidence for SD 1,131t0 1,77 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 5,3% Number of Qutliers -
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Grafik 4.12. 25 pg/L kortizol giin i¢i ¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi

Kortizol giin i¢i ¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 4.12°de

gorilmektedir.

Tablo 4.12. Kortizol giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari

Konsantrasyon(ug/L) | Ortalama SD %CV
500 502.5 5.8 1.1
200 196.6 7.6 3.9
25 26.10 1.38 5.3

Giin i¢i calismalar arasi kesinlik ¢alismasinda 500 pg/L’lik konsantrasyonda

elde ettigimiz SD degeri 5.8, % CV 1.1, 200 pg/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz
SD: 7.6, % CV: 3.9, 25 ng/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz SD:1.38, % CV:
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5.3’tiir. Wesgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) kortizol igin
izin verilen total hata % 22.8 olarak verilmistir. Calisma i¢i SD<0.25 TE olmasi

gerekmektedir.
500 ug/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi; 500%0.228=114
ng/L’dir. Izin verilen SD: 114+4= 28.5°dir. 5.8<28.5 oldugu igin, 500 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i calismalar aras1 kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

200 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 200x0.30=45.6
ng/L’dir. Izin verilen SD: 45.6+4=11.4"dir. 7.6<11.4 oldugu igin 200pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i ¢alismalar arasi kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

25 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 25x0.228=5.7
ug/L’dir. izin verilen SD: 5.7+4=1.425dir. 1.38< 1.425 oldugu igin 25 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i ¢alismalar aras1 kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.3.3. Kortizol giinlerarasi kesinlik ¢alismasi

Kortizol i¢in 500, 200, 25 ug/L’lik konsantrasyonlar 20 giin boyunca giinde
ikiser defa okutulup, ortalamalar1 alinarak giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi
yapildi. 500 pg/L’lik kortizol konsantrasyonun giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alisma
verileri Tablo 4.13’de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi
Grafik 4.13’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.13. 500 ug/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics

Sprecimen Index

Mean 496,3 ug/L 95% Confidence for Mean 494 0 to 498.,5
Standard Deviation (SD) 49 25D Range 486,5 to 506,0
95% Confidence for SD 37t071 Number of Specimens (N) 200f20
Coefficient of Variation (CV) 1,0% Number of Qutliers -
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Grafik 4.13. 500 pug/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik SD dagilima.

200 pg/L’lik kortizol konsantrasyonun giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alisma

verileri Tablo 4.14°de verilmektedir. Ayn1 numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.14°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.14. 200 ug/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 1994 ug/L 95% Confidence for Mean 196,3 to 202 5
Standard Deviation (SD) 6.5 2 SD Range 186,4 to 212.3
95% Confidence for SD 49t096 Number of Specimens (N) 190f 19
Coefficient of Variation (CV) 3,2% Number of Qutliers -
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Grafik 4.14. 200 nug/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik SD dagilimu.

25 ng/L’lik kortizol konsantrasyonun giinler arast tekrarlanabilirlik ¢alisma

verileri Tablo 4.15’de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.15°de gosterilmektedir.

76



Tablo 4.15. 25 pg/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik galisma sonuglart.

Precision Statistics
Mean 23,91 ug/L 95% Confidence for Mean 23,06 to 24,76
Standard Deviation (SD) 1,82 2 SD Range 20,26 to 27,56
95% Confidence for SD 1,39 to 2,67 Number of Specimens (N) 200f 20
Coefficient of Variation (CV) 7.,6% Number of Qutliers -
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Grafik 4.15. 25 pg/L kortizol giinlerarasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

Kortizol giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinin sonuglari Tablo 4.16’te

gorilmektedir.

Tablo 4.16. Kortizol giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligma sonuglari.

Konsantrasyon(ug/L) | Ortalama SD %CV
500 496 4.9 1

200 199.4 6.5 3.2
25 23.91 1.82 7.6

Giinlerarast kesinlik c¢aligmasinda 500 pg/L’lik konsantrasyonda elde

ettigimiz SD degeri 4.9, % CV 1, 200 ng/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz SD:
6.5, % CV: 3.2, 25 nug/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz SD:1.82, % CV: 7.6

olarak bulundu. Wesgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) kortizol

icin izin verilen total

olmasi gerekmektedir.

hata % 22.8 olarak verilmistir. Giinler arasi SD<0.33 TE
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500 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 500x0.228=114
ug/L’dir. izin verilen SD: 114-3= 38’dir. 4.9<38 oldugu igin, 500 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i caligmalar aras1 kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

200 pg/L’lik konsantrasyon icin izin verilen hata diizeyi 200x0.228=45.6
pg/L’dir. Izin verilen SD: 45.6+3=15.2’dir. 6.5<15.2 oldugu icin 200 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i ¢alismalar arasi kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

25 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 25x0.228=5.7
pg/L’dir. izin verilen SD: 5.7+3=1.9’dir. 1.82<1.9 oldugu i¢in 25 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i calismalar arasi kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.3.4. Kortizon ¢cahisma ici tekrarlanabilirlik ¢calismasi

Kortizon i¢in 200, 25 ve 3.125 ug/L’lik konsantrasyonlar ayni ¢alisma iginde
ard arda 20 defa okutuldu. 200 pg/L’lik konsantrasyon igin g¢alisma igi
tekrarlanabilirlik ¢alisma verileri Tablo 4.17°de verilmektedir. Aynt numunenin 2SD

araligindaki dagilimi Grafik 4.16’da gosterilmektedir.

Tablo 4.17. 200 pg/L kortizon ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics

Mean 197,9 ug/L 95% Confidence for Mean 1934 to 2025
Standard Deviation (SD) 97 2 SD Range 178 5t0 217 4
95% Confidence for SD 7410142 Number of Specimens (N) 200f 20
Coefficient of Variation (CV) 4.9% Number of Qutliers -

Precision Plot

S0 Index
=}
-

0 5 10 15 20 25
Specimen Index

Grafik 4.16. 200 pg/L kortizon calisma igi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.
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25 pg/L’lik konsantrasyon igin ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma verileri

Tablo 4.18’de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi Grafik

4.17°de gosterilmektedir.

Tablo 4.18. 25 pg/L Kortizon ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics

Mean 26,09 ug/L 95% Confidence for Mean 2548 to 26,71
Standard Deviation (SD) 1,3 2 SD Range 2347to 28,72
95% Confidence for SD 1,00 to 1,92 Number of Specimens (N) 20 of 20
Coefficient of Variation (CV) 5,0% Number of Qutliers -

S0 Index

Precision Plot

0 5 10 15 20 25
Specimen Index

Grafik 4.17. 25 pg/L kortizon ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

3.125 ug/L’lik konsantrasyon igin caligma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma

verileri Tablo 4.19°da verilmektedir. Ayn1 numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.18’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.19. 3.125 ug/L kortizon ¢alisma igi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 3,148 ug/L 95% Confidence for Mean 3,134 10 3,163
Standard Deviation (SD) 0,032 2 SD Range 3,08510 3,212
95% Confidence for SD 0,024 to 0,046 Number of Specimens (N) 200f20
Coefficient of Variation (CV) 1,0% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.18. 3.125 pg/L kortizon ¢alisma i¢i tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

200, 25 ve 3.125 pg/L’lik kortizon g¢alisma igi tekrarlanabilirlik sonuglar
Tablo 4.20°de verilmektedir.

Tablo 4.20. Kortizon ¢alisma igi tekrarlanabilirlik sonuglari

Konsantrasyon(ug/L) | Ortalama SD %CV
200 197.9 9.7 4.9
25 26.09 1.31 5
3.125 3.148 0.032 1

Kortizon c¢alisma i¢i kesinlik ¢alismasinda 200 pg/L’lik konsantrasyonda

elde ettigimiz SD: 9.7, % CV: 4.9, 25 pg/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz
SD:1.31, % CV: 5, 3.125 ng/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz SD:0.032, %

CV:1dir.
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Genel olarak hormonlar i¢in bildirilen kabul edilebilir analitik performans
kriteri hedef degerin % 20-25’idir.

Kortizon igin ortalama degerimizin % 25’ini izin verilebilir hata kabul
edersek 200°iin % 251 olan 50 pg/Lizin verilebilir hata diizeyidir. izin verilebilir SD,
Ea’nin '2’dir. 50 <4 = 12.5°dir. 9.7<12.5 oldugu i¢in 200 pg/L kortizon i¢in

calisma ici kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

25 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 25x%0.25=6.25
pg/L’dir. Izin verilen SD: 6.25+4=1.56’dir. 1.31<1.56 oldugu icin 25 pg/L’lik

konsantrasyonda ¢alisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

3.125 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 3.125x%0.25=0.78
ug/L>dir. Izin verilen SD: 0.78+4=0.195"dir. 0.032<0.195 oldugu i¢in 3.125 pg/L’lik

konsantrasyonda calisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.
4.3.5. Kortizon giin i¢i calismalar arasi kesinlik ¢calismasi

Kortizon i¢in 200, 25 ve 3.125 pg/L’lik konsantrasyonlar 6gleden once ve
Ogleden sonra olmak iizere ayni ¢alisma ig¢inde ard arda 20’ser defa okutuldu. 200
ng/L’lik kortizol konsantrasyonun giin i¢i ¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik ¢aligma
verileri Tablo 4.21°de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi
Grafik 4.19°da gosterilmektedir.
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Tablo 4.21. 200 ug/L kortizon giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma

sonuglart.
Precision Statistics
Mean 196,6 ug/L 95% Confidence for Mean 1927 to 200,5
Standard Deviation (SD) 12,3 25D Range 172,1t0 2211
95% Confidence for SD 10,0 to 15,7 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 6,2% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.19. 200 pg/L kortizon giin i¢i calismalar arasi tekrarlanabilirlik SD
dagilimu.

25 pg/L’lik  kortizon

konsantrasyonun glin  igi

caligmalar

arasi

tekrarlanabilirlik ¢alisma verileri Tablo 4.22°de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD

araligindaki dagilimi1 Grafik 4.20°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.22. 25 pug/L kortizon giin igi ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma

sonuglart.
Precision Statistics
Mean 26,11 ugfL 95% Confidence for Mean 25 62 to 26,60
Standard Deviation (SD) 1,54 2 SD Range 2303102918
95% Confidence for SD 1,26 to 1,97 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 5,9% Number of Outliers -
Precision Plot
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Grafik 4.20. 25 pg/L Kortizon giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

3.125 pg/L’lik  kortizon konsantrasyonun —giin

ici

calismalar

arasi

tekrarlanabilirlik ¢alisma verileri Tablo 4.23°te verilmektedir. Ayni numunenin 2SD

araligindaki dagilimi Grafik 4.21°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.23. 3.125 pg/L kortizon giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma

sonuglart.
Precision Statistics
Mean 3,145 ug/L 95% Confidence for Mean 313210 3,158
Standard Deviation (SD) 0,042 2 SD Range 3,062 to 3,228
95% Confidence for SD 0,034 to 0,053 Number of Specimens (N) 40 of 40
Coefficient of Variation (CV) 1,3% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.21. 3.125 pg/L kortizon giin
dagilimu.

ici ¢aligmalar arasi1 tekrarlanabilirlik SD

200, 25, 3.125 pg/L’lik kortizon giin i¢i ¢alismalar arasi tekrarlanabilirlik

calismasi sonuglar1 Tablo 4.24°te verilmektedir.

Tablo 4.24. Kortizon giin i¢i ¢aligmalar arasi tekrarlanabilirlik sonuglari.

Konsantrasyon(ug/L) | Ortalama SD %CV
200 196.6 12.3 6.2
25 26.11 1.54 5.9
3.125 3.145 0.042 1.3

Kortizon giin i¢i calismalar arasi kesinlik calismasinda 200 pg/L’lik
konsantrasyonda elde ettigimiz SD: 12.3, % CV: 6.2, 25 pg/L’lik konsantrasyonda
elde ettigimiz SD:1.54, % CV: 5.9, 3.125 ng/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz
SD:0.042, % CV:1.3 diir.
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Kortizon i¢in ortalama degerimizin % 25’ini izin verilebilir hata kabul
edersek 200’iin % 25’i olan 50 pg/L izin verilebilir hata diizeyidir. Izin verilebilir
SD, Ea’nin Y’ diir. 50 +4 = 12.5’dir. 12.3<12.5 oldugu i¢in 200 ug/L kortizon igin

calisma i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

25 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 25x0.25=6.25
ng/L’dir. izin verilen SD: 6.25+4=1.56"dir. 1.54<1.56 oldugu icin 25 pg/L’lik

konsantrasyonda ¢alisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

3.125 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 3.125%0.25=0.78
ng/L’dir. izin verilen SD: 0.78+4=0.195"dir. 0.042<0.195 oldugu icin 3.125 pg/L’lik

konsantrasyonda ¢alisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir

4.3.6. Kortizon giinler arasi kesinlik ¢calismasi

Kortizon igin 200, 25 ve 3.125 ug/L’lik konsantrasyonlar 20 giin boyunca
giinde ikiser defa okutulup, ortalamalari alinarak giinler arasi tekrarlanabilirlik
caligmas1 gerceklestirildi. 200 pg/L’lik kortizon konsantrasyonun giinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢calisma verileri Tablo 4.25°te verilmektedir. Ayn1 numunenin 2SD
araligindaki dagilimi Grafik 4.22’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.25. 200 ug/L kortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 201,8 ug/L 95% Confidence for Mean 200,1 to 203,6
Standard Deviation (SD) 38 2 SD Range 194,2 to 209,5
95% Confidence for SD 29to 56 Number of Specimens (N) 200f 20
Coefficient of Variation (CV) 1,9% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.22. 200 ng/L kortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimu.

25 pg/L’lik kortizon konsantrasyonun giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alisma

verileri Tablo 4.26’da verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki dagilimi

Grafik 4.23’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.26. 25 pg/L kortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari

Precision Statistics
Mean 26,04 ug/L 95% Confidence for Mean 2518 to 26,90
Standard Deviation (SD) 1,84 2 SD Range 2237102971
95% Confidence for SD 1,40 to 2,68 Number of Specimens (N) 200f20
Coefficient of Variation (CV) 7,1% Number of Qutliers -

SD Index

Precision Plot
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Grafik 4.23. 25 ng/L kortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

3.125 pg/L’lik kortizon konsantrasyonun giinler arasi

tekrarlanabilirlik

calisma verileri Tablo 4.27°de verilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki

dagilimi1 Grafik 4.24°te gosterilmektedir.
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Tablo 4.27. 3.125 ug/L kortizon giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligma sonuglari.

Precision Statistics
Mean 3,116 ug/L 95% Confidence for Mean 3,081 1o 3,151
Standard Deviation (SD) 0,074 2 SD Range 2968 to 3,264
95% Confidence for SD 0,056 to 0,108 Number of Specimens (N) 200f20
Coefficient of Variation (CV) 2.4% Number of Qutliers -
Precision Plot
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Grafik 4.24. 3.125 pg/L Kkortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

200, 25, 3.125 pg/L’lik kortizon Kkonsantrasyonlarinin giinler

tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 4. 28de verilmektedir.

Tablo 4.28. Kortizon giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari

arasi

Konsantrasyon(ug/L) | Ortalama SD %CV
200 201.8 3.8 1.9
25 26.04 1.84 7.1
3.125 3.116 0.074 2.4

Kortizon giinler arasi1 kesinlik ¢alismasinda 200 pg/L’lik konsantrasyonda
elde ettigimiz SD: 3.8, % CV: 1.9, 25 pg/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz
SD:1.84, % CV: 7.1, 3.125 pg/L’lik konsantrasyonda elde ettigimiz SD:0.074, %
CV:2.4°tir.
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Kortizon icin ortalama degerimizin % 25’ini izin verilebilir hata kabul

edersek giinler aras1 SD<0.33 TE olmas1 gerekmektedir.

200 pg/L’lik konsantrasyon ig¢in izin verilen hata diizeyi 200%0.25=50
pg/L’dir. Izin verilen SD: 50+3=16.7’dir. 3.8<16.7 oldugu igin 200 pg/L’lik
konsantrasyonda giinler aras1 kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

25 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 25x0.25=6.25
pg/L’dir. Izin verilen SD: 6.25+3=2.08dir. 1.84<2.08 oldugu icin 25 pg/L’lik

konsantrasyonda ¢alisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

3.125 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 3.125x0.25=0.78
ng/L’dir. izin verilen SD: 0.78+3=0.26’dar. 0.074<0.26 oldugu i¢in 3.125 pg/L’lik

konsantrasyonda calisma i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.4. Geri elde ¢alismasi

Kortizol i¢in 200, 50 ve 12.5 pg/L’lik standartlar ile yapilan geri elde
calismasinin sonuglar1 Tablo 4.29.’da goriilmektedir. Yiizde geri elde edilen oran ise
geri elde edilen konsantrasyonun eklenen konsantrasyona oraninin 100 ile garpilmasi

ile hesaplandi.

Tablo 4.29. Kortizol geri elde deney sonuglari.

Olgiilen Eklenen Geri  elde | % Recovery
deger(ug/L) konsantrasyon(ug/L) | degeri(ug/L)
Serum 45.6 -
havuzu+BSA
Serum havuzu+ 65.8 20 20.2 101
200pg/L
Serum havuzu+50 | °0-4 5 4.8 96
pg/L
Serum 47 1.25 14 112
havuzu+12.5 pg/L

Kortizol i¢in yapilan geri elde ¢alismasinda 3 konsantrasyon i¢in % geri elde

ortalamasi %103 olarak bulundu.

Kortizon i¢in 200, 50 ve 12.5 pg/L’lik standartlar ile yapilan geri elde

calismasinin sonuglar1 Tablo 4.30.’da goriilmektedir. Yiizde geri elde edilen oran ise
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geri elde edilen konsantrasyonun eklenen konsantrasyona oraninin 100 ile ¢arpilmasi

ile hesaplandi.

Tablo 4.30. Kortizon geri elde deney sonuglari.

Olgiilen Eklenen Geri elde | % Recovery
deger(ug/L) | konsantrasyon(ug/L) | degeri
(ng/L)
Serum 12
havuzu+BSA
Serum  havuzu+2 | 325 20 20.5 102.5
00pg/L
Serum havuzu+50 | 169 5 4.9 98
pg/L
Serum 13.2 1.25 1.2 96

havuzu+12.5 pg/L

Kortizon i¢in yapilan geri elde ¢aligmasinda 3 konsantrasyon i¢in % geri elde

ortalamas1 %98.8 olarak bulundu.

4.5. Interferans calismasi

Kortizol ve 11 deoksikortizol ile yapilan interferans calisma sonuglar1 Tablo

4.31°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.31. Kortizol-11 deoksikortizol interferans deney sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tipler Yiiksek serum havuzu(ug/L)
BSA 45 BSA 145
D1 43.8 Y1 157
D1 45.2 Y1 140
D1 37.2 Y1 147
D2 52 Y2 149
D2 47.1 Y2 145
D2 46.1 Y2 135
D3 42.3 Y3 147
D3 45.2 Y3 134
D3 48.5 Y3 137
D4 41.7 Y4 138
D4 46.8 Y4 133
D4 45.1 Y4 149
D5 43.8 Y5 139
D5 44.1 Y5 142
D5 41.1 Y5 129

Diisiik ve yiiksek serum havuzundaki 5. tiiplerin okumalarinin ortalamasi

aliarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan iceren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 i¢cin %4.4 , YS icin %5.7 olarak tespit edildi. Wesgard’in web sitesinde

(www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in % bias 10.26 olarak verilmistir. Her

iki diizey i¢in en yliksek konsatrasyonda interferan igeren tiiplerde elde edilen % bias

%10.26’dan daha diisiik oldugu icin kortizol ve 11-deoksikortizol ile yapilan

interferans ¢alismasinda interferansin bulunmadigr tespit edildi.

4.32°de gosterilmektedir.

Kortizol ve prednizolon ile yapilan interferans c¢alisma sonuglari Tablo
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http://www.westgard.com/biodatabase

Tablo 4.32. Kortizol prednizolon interferans deney sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tipler Yiiksek serum havuzu(pg/L)
BSA 43.4 BSA 227
D1 41.6 Y1 222
D1 41.1 Y1 236
D1 38.1 Y1 235
D2 40.5 Y2 217
D2 41.6 Y2 238
D2 43.5 Y2 244
D3 41.9 Y3 239
D3 36.5 Y3 228
D3 40.7 Y3 222
D4 41.6 Y4 232
D4 42.1 Y4 232
D4 43.7 Y4 237
D5 40 Y5 235
D5 414 Y5 241
D5 40 Y5 250

Diistik ve yiiksek serum havuzundaki 5. Tiiplerin okumalarinin ortalamasi

almarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan igeren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 i¢in %6.9 , Y5 icin %6.6 olarak tespit edildi. Wesgard’in web sitesinde

(www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in % bias 10.26 olarak verilmistir. Her

iki diizey i¢in en yliksek konsatrasyonda interferan igeren tiiplerde elde edilen % bias

%10.26’dan daha diisiik oldugu i¢in kortizol ve prednizolon ile yapilan interferans

calismasinda interferansin bulunmadig: tespit edildi.

gosterilmektedir.

Kortizol ve kolesterol ile yapilan interferans ¢alisma sonuglart Tablo 4.33’de
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http://www.westgard.com/biodatabase

Tablo 4.33. Kortizol kolesterol interferans deney sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tipler Yiiksekserum havuzu(ug/L)
BSA 25 BSA 150
D1 27.8 Y1 165
D1 26.9 Y1 119
D1 27.6 Y1 150
D2 25.9 Y2 134
D2 25.1 Y2 138
D2 28.4 Y2 162
D3 23.7 Y3 132
D3 23.3 Y3 147
D3 23.5 Y3 136
D4 25.9 Y4 161
D4 25.6 Y4 151
D4 27.5 Y4 161
D5 30.1 Y5 148
D5 28.1 Y5 150
D5 29.9 Y5 138

Diisiik ve yiiksek serum havuzundaki 5. Tiiplerin okumalarinin ortalamasi

almarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan igeren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 i¢in %6.8 , Y5 i¢in % 3.1 olarak tespit edildi. Wesgard’in web sitesinde

(www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in % bias 10.26 olarak verilmistir. Her

iki diizey icin en yiiksek konsatrasyonda interferan igeren tiiplerde elde edilen %

bias, %10.26’dan daha diisiik oldugu i¢in kortizol ve kolesterol ile yapilan interferans

calismasinda interferansin bulunmadig: tespit edildi.

gosterilmektedir.

Kortizon ve aldosteron ile yapilan interferans ¢alisma sonuglar1 Tablo 4.34’te
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http://www.westgard.com/biodatabase

Tablo 4.34. Kortizon aldosteron interferans deney sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tipler Yiiksek serum havuzu(ug/L)
BSA 8 BSA 12
D1 8.29 Y1 12.6
D1 7.4 Y1 10.8
D1 7.25 Y1 12.1
D2 7.96 Y2 12.3
D2 6.33 Y2 12.2
D2 8.44 Y2 11.8
D3 7.2 Y3 11.3
D3 7.77 Y3 11.8
D3 6.77 Y3 11.7
D4 8.33 Y4 11.7
D4 8.9 Y4 11.9
D4 7.66 Y4 12.4
D5 7.86 Y5 12.2
D5 8.06 Y5 12
D5 8.23 Y5 10.9

Diisiik ve yiiksek serum havuzundaki 5. Tiiplerin okumalarinin ortalamasi

almarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan igeren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 igin %6.25 , Y5 i¢in %2.5 olarak tespit edildi.

gosterilmektedir.

Tablo 4.35. Kortizon kolesterol interferans deney sonuglari

Kortizon ve kolesterol ile yapilan interferans ¢alisma sonuglar1 Tablo 4.35°Te

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tiipler Yiksek serum havuzu(ug/L)
BSA 9.42 BSA 26.3
D1 9.84 Y1 23.1
D1 10.5 Y1 23.7
D1 10.2 Y1 24.8
D2 9.77 Y2 25.6
D2 8.19 Y2 25.7
D2 9.22 Y2 24
D3 9.08 Y3 24.8
D3 6.9 Y3 27.8
D3 8.26 Y3 21.7
D4 8.27 Y4 21.9
D4 8.24 Y4 27.9
D4 8.81 Y4 24.3
D5 10.4 Y5 24.9
D5 10.5 Y5 26.5
D5 9.14 Y5 27.9
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Diisiik ve yiiksek serum havuzundaki 5. Tiplerin okumalarmin ortalamasi
almarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan iceren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 igin %6.2 , Y5 igin %2.6 olarak tespit edildi.

Kortizon ve 11deoksikortizol ile yapilan interferans ¢alisma sonuglar1 Tablo

4.36°da gosterilmektedir.

Tablo 4.36. Kortizon 11 deoksikortizol interferans deney sonuglari

Tiipler Diisiik serum havuzu(ug/L) | Tipler Yiiksekserum havuzu(ug/L)
BSA 13.5 BSA 24.6
D1 14.5 Y1 26.2
D1 14.5 Y1 26.7
D1 14.3 Y1 26.4
D2 15 Y2 28.4
D2 13.2 Y2 24.2
D2 14 Y2 24.4
D3 14.9 Y3 24.2
D3 15.7 Y3 23.6
D3 14.3 Y3 24.3
D4 14.1 Y4 26.1
D4 14.3 Y4 24.4
D4 13.3 Y4 23.7
D5 14.6 Y5 24.9
D5 14.8 Y5 23.6
D5 13.6 Y5 23

Diisiik ve yiiksek serum havuzundaki 5. Tiplerin okumalarmin ortalamasi
aliarak (her iki seviye i¢in de en yiiksek interferan iceren tiip) % biaslar1 hesaplandi.

D5 igin %5.9, Y5 i¢in %3.2 olarak tespit edildi.

4.6. Referans aralik dogrulama ¢alismasi

Ogleden 6nce ve 6gleden sonra olmak iizere 20 saglikli kisiden kan drnekleri
alinarak yapilan ¢alisma sonuglart Mayo Medical Laboratuvari kortizol referans
araliklar1 ile karsilastirildi.(http://www.mayomedicallaboratories.com/ Erisim tarihi
2014).

Mayo Medical Laboratuvari kortizol referans araliklari,
Ogleden 6nce:5-25 pg/dL

ogleden sonra:2-14 pg/dL
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Ogleden 6nce ve gleden sonra kortizol referans aralik dogrulama sonuglari

Tablo 4.37°de goriilmektedir.

Tablo 4.37. Ogleden 6nce kortizol referans aralik dogrulama sonuglari.

Ogleden énce kortizol(ug/dL) Ogleden sonra kortizol(ug/dL)
6,09 3,39
8,71 2,33
11,2 2,94
5,63 2,93
9,17 5,84
7,13 5,75
13,7 3,68

9,1 3,38
10,2 3,79
5,55 8,45
7,52 4,48
7,75 6,62

5,2 3,95
7,76 2,5
11,6 5,03
10,7 3,46
11,6 6,54
16,8 14,8
6,24 6,6
5,17 3,11

Yapilan referans aralifi dogrulama ¢alismasinda 6gleden 6nce c¢alisilan tim
sonuclar referans araliginin i¢indedir. Uyumsuzluk oranit % 0 olarak tespit edilmis
olup, 6gleden dnce referans araligimiz uyumlu bulundu. Ogleden sonra ¢alisilan 20
sonugtan sadece 1 tanesi referans araliginin disindadir. Uyumsuzluk orani %5 olarak

tespit edilmis olup, 6gleden sonra referans araligimiz da uyumlu bulundu.
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4.7 Tasima (carryover) calismasi

Kortizol i¢in yapilan

gosterilmektedir.

tasima calismasinin  sonuglar1  Tablo

Tablo 4.38. Kortizol tasima deney sonuglari.

4.38°de

Carryover Analysis

High-LowMean
Low-LowMean
Carryover

Error Limit 0,8382
Passes? Yes

Experimental Results

Low-Low  High-Low

Sample Result Results Results
L1 0,589
12 0342 0342
L3 0,69 0,69
H1 192
H2 228
L4 0,837 0837
H3 201
H 213
L5 0,695 0,695
L6 1,06 1,06
L7 0963 0,963
L8 0,721 0,721
H&a 204
Ha 225
L9 0,668 0,668
H7 213
Ha 204
L10 0,668 0,668
HY 206
H10 201
L11 078 078
Mean 0,7552 0,7296
sD 0,2794 0,0756
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Kortizol i¢in yapilan tasinma caligmasi

degerlendirildiginde, -0.0256 olarak tespit edildi.

EP-evaluator

analizi ile

Kortizon i¢in yapilan tasima c¢alismasinin sonuglar1 Tablo 4.39°da
gosterilmektedir.
Tablo 4.39. Kortizon tasima deney sonuglari.
Carryover Analysis
High-LowMean 1,0760 Error Limit 0,1999
Low-Low Mean 0,9302 Passes? Yes
Carryover 0,1458
Experimental Results
Low-Low High-Low
Sample Result Results Results
L1 0,865
L2 0ar2 0972
L3 0922 0,922
H1 215
H2 225
L4 122 122
H3 224
H4 215
L5 1,15 1,16
L6 0,857 0,857
L7 0,880 0,880
L& 1,02 1,02
Ha 181
Ha 195
L9 1,09 1,09
Hr 202
HE 188
L10 1,06 1,06
Ha 187
H10 187
L11 0,86 0,86
Mean 0,9302 1,0760
sD 0,0666 0,1354
Kortizon igin yapilan tasinma c¢alismasi EP-evaluator analizi ile

degerlendirildiginde , 0. 1458 olarak tespit edildi.
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4.8. Numune stabilite ¢calismasi

Kortizol i¢in numune stabilitesinin tespiti i¢in yapilan ¢alismanin sonuglari

(ng/L) ve dlgtimler arasinda hesaplanan % biaslar Tablo 4.40’da goriilmektedir.

Tablo 4.40. Kortizol numune stabilite ¢aligma sonuglari ve dl¢limler arasi % biaslar.

1.6l¢iim 2. 0l¢lim 3. 6l¢iim 4. 6lglim 15. giin 30. giin 45. giin
(1.glin) (15.giin) (30. giin) | (45. gin) | % bias % bias % bias
25.1 27.64 23.2 28.2 10.1 7.5 12.3
36.2 38.3 43.6 44.3 5.4 20.4 22

143 149.7 154 152 6.4 7.69 6.2

Wesgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in %

bias 10.26 olarak verilmistir. Kortizol i¢in 3 seviye ile yapilan numune stabilitesi

calismasinda 30. giinde numune stabilitesinin bozuldugu tespit edildi.

Kortizon i¢in numune stabilitesinin tespiti i¢in yapilan calismanin sonuglari

ug/L) ve ol¢iimler arasinda hesaplanan % biaslar Tablo 4.41°da goriilmektedir.

Tablo 4.41. Kortizon numune stabilite ¢alisma sonuglar1 ve 6lgtimler aras1 % biaslar.

1. 6l¢lim 2. Ol¢lim 3.0l¢lim 4. 6lglim 15. glin 30. giin 45. giin
(1.glin) (15. giin) (30. giin) (45.giin) % bias % bias % bias
10.3 11.2 15.3 10.4 8.7 48 0.9
1.23 1.36 1.6 1.49 10.5 30 21
28.4 25.3 27.1 22.5 10.9 4.5 4.5

Kortizon i¢in 3 seviye ile yapilan numune stabilitesi ¢alismasinda 30. giinde

numune stabilitesinin bozuldugu tespit edildi.

4.9. Dondurma ve ¢ézmenin etkisinin belirlenmesi

Kortizol i¢in dondurma ¢6zmenin etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismanin

sonuglar1 ve 6lgiimler arasinda hesaplanan % biaslar Tablo 4.42°de goriilmektedir.
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Tablo 4.42. Kortizol dordurma ¢dzme etkisi ¢alisma sonuglar1 ve dlglimler arasi %
biaslar.

(ng/L) l.okuma | 2.0kuma 3.0kuma 4.0kuma
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Diisiik 52 55.3 60.1 54 45.2
serum

havuzu

Yiiksek 155 168 168 158 168
serum

havuzu

Diistik 6.3 15 3.8 13
serum
havuzu %

bias

Yiiksek 8.3 8.3 1.9 8.3
serum
havuzu %

bias

Wesgard’in web sitesinde (www.westgard.com/biodatabase) kortizol i¢in %
bias 10.26 olarak verilmistir. Kortizol i¢in 2 seviye ile yapilan dondurma ¢ézmenin

etkisinin belirlenmesi ¢alismasinda 2. okumada bozulma tespit edildi.

Kortizon i¢in dondurma ¢6zmenin etkisini belirlemek  ic¢in yapilan
calismanin sonuglar1 ve Olc¢limler arasinda hesaplanan % biaslar Tablo 4.43’te

gorilmektedir.
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Tablo 4.43. Kortizon dordurma ¢6zme etkisi ¢alisma sonuglar1 ve 6l¢iimler arast %

biaslar.

(ng/L) 1.o0kuma 2.0kuma 3.0kuma 4.okuma

(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Diisiik serum | 18.2 18.1 19.1 19.4 12.4
havuzu
Yiiksek 26.5 25.7 25.4 275 20.3
serum
havuzu
Diisiik serum 1 4.9 6.59 31
havuzu %
bias
Yiiksek 3 4.10 3.77 23
serum
havuzu %
bias

Kortizon i¢in 2 seviye ile yapilan dondurma ¢6zmenin etkisinin belirlenmesi

calismasinda 4. okumada bozulma tespit edildi.

4.10. Matriks etkisi ¢alismasi

Kortizol i¢in yapilan matriks etkisi caligma sonuglari Tablo 4.44° te

goriilmektedir.

Tablo 4.44. Kortizol matriks etkisi ¢alisma sonuclari.

Pik alani(caunts)

% Matriks etkisi

Mobil faz+500 pg/L Kortizol

standarti 1.23x10° 8.1
Serum havuzu +500 pg/L

kortizol standart1 1.33x10°

Mobil faz+ 125 pg/L Kortizol

standart1 3.86x10* 7.5
Serum havuzu + 125 pg/L

kortizol standart1 4.15x10*

Mobil faz+31.25ug/L

kortizol standarti 9.51x103 -8.8
Serum havuzu+31.25 png/L

kortizol standarti 8.67x10°

% Matriks etkisi =(

Ektrakte edilen numunenin pik alani

Ektrakte edilmeyen numunenin pik alani

-1)x 100
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Kortizol ve kortizon i¢in % matriks etkisi yukaridaki formiil kullanilarak

hesaplandi.

Kortizol i¢in % matriks hesabi,;

1.33x105
1.23x105

500 pg/L i¢in % matriks etkisi=( -1)x100= 8.1

4.15x10%
3.86x10%

125 pg/L icin % matriks etkisi=( -1)x100="7.5

8.67x103
9.51x3

31.25 pg/L igin % matriks etkisi=( -1)x100=-8.8

Tablo 4.45. Kortizon matriks etkisi ¢alisma sonuglari.

Pik alani(caunts) % Matriks etkisi
Mobil faz+200 ng/L
kortizon standarti 2.30x10* 4.7
Serum havuzu +200 pg/L
kortizon standarti 2.41x10*
Mobil faz+ 100 pug/L
kortizon standarti 1.09x10* -3.6
Serum havuzu + 100 pg/L
kortizon standarti 1.05x10*
Mobil faz+25 pg/L Kkortizon
standart: 3.42x10° 6.7
Serum havuzu +25 pg/L
kortizon standarti 3.65x10°

Kortizon igin % matriks hesabi;

2.41x10%

200 ng/L i¢in % matriks etkisi=(2 20010 -1)x100=4.7
4
100 pg/L igin % matriks etkisi=(; o -1)x100= -3.6
. . . . . ,3.65x103 _
25 pg/L igin % matriks etk151—(3_42x103 -1)x100= 6.7
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4.11. Metot karsilastirma calismasi

Ug yontemle elde edilen idrar ve serum kortizol l¢iim sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildi. Aralarindaki iliskiyi degerlendirmek amaciyla regresyon
analizi yapildi. Ug 6l¢iim yonteminden elde edilen degerler MedCalc analiz
programlar1 ile degerlendirildi. Metotlar arasindaki uyum orani Bland-Altman
grafikleriyle gosterildi. Bland-Altman grafigi (farklar grafigi) Y eksenine iki 6l¢tim
arasindaki fark, X eksenini de LC-MS/MS verileri yazilarak elde edildi.

Serum  kortizol LC-MS/MS-kemiliiminesans immunoassay (Roche)

yontemlerinin  kiyaslamasina ait veriler, Grafik 4.25., Grafik 4.26.°da

gosterilmektedir.
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Regression Equation

y =-0,404162 + 1,706048 x
Systematic differences
Intercept A

95% Cl

Proportional differences
Slope B

95% Cl
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Residual Standard Deviation (RSD)
1 1.96 RSD Interval

Linear model validity
Cusum test for linearity

LC-MS/MS(ug/dL)

40 50
Variable X Variable Y
0,3570 0,3340
46,7000 113,3000
8,9261 17,6338
5,3400 8,4900
9,2105 22,7592
0,9763 2,4125
-0,4042

-0,5933 to -0,2451

1,7060
1,6398 to 1,8396

12,5584
-24,6144 to 24,6144

No significant deviation from
linearity (P=0,12)

Grafik 4.25. Serum kortizol LC-MS/MS-kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)

yontemlerinin Passing Bablok grafigi ve veriler.
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Grafik 4.26. Serum Kkortizol LC-MS/MS-kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)

yontemlerinin Bland-Altman Grafigi.

Serum kortizol LC-MS/MS-ELISA yontemlerinin kiyaslamasina ait veriler,
Grafik 4.27.,Grafik 4. 28.’de gosterilmektedir.
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Lowest value 0,3570 0,2516
Highest value 46,7000 179,5700
Arithmetic mean 8,9261 18,8079
Median 5,3400 7,9039
Standard deviation 9,2105 29,5384
Standard error of the mean 0,9763 3,1311
Regression Equation
y =-0,421253 + 1,856257 X
Systematic differences
Intercept A -0,4213
95% Cl -3,1303 to -0,002556
Proportional differences
Slope B 1,8563
95% Cl 1,4676 to 2,4159
Random differences
Residual Standard Deviation (RSD) 21,3899
+ 1.96 RSD Interval -41,9242 to 41,9242
Linear model validity
Cusum test for linearity Significant deviation from linearity (P=0,01)

Grafik 4.27. Serum Kortizol LC-MS/MS-ELISA yontemlerinin Passing Bablok

grafigi ve veriler.
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Grafik 4.28. Serum kortizol LC-MS/MS-ELISA yontemlerinin Bland-Altman
grafigi.

Serum  kortizol  kemiliiminesans  immunoassay = (ROCHE)-ELISA
yontemlerinin  kiyaslamasina ait veriler, Grafik 4.29., Grafik 4.30.’da

gosterilmektedir.
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Variable Y ELISA
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Variable X Variable Y
Lowest value 0,3340 0,2516
Highest value 113,3000 179,5700
Arithmetic mean 17,6338 18,8079
Median 8,4900 7,9039
Standard deviation 22,7592 29,5384
Standard error of the mean 2,4125 3,1311
Regression Equation
y =0,137960 + 0,864377 x
Systematic differences
Intercept A 0,1380
95% Cl -0,2793 to 0,5002
Proportional differences
Slope B 0,8644
95% Cl 0,7808 to 1,0763
Random differences
Residual Standard Deviation (RSD) 16,9822
+ 1.96 RSD Interval -33,2851 to 33,2851
Linear model validity
Cusum test for linearity Significant deviation from linearity (P=0,02)

Grafik 4.29. Serum kortizol

kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)-ELISA

yontemlerinin Passing Bablok grafigi ve veriler.
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Grafik 4.30. Serum kortizol kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)-ELISA

yontemlerinin Bland-Altman Grafigi.

Idrar  kortizol ~LC-MS/MS-kemiliiminesans  immunoassay  (Roche)
yontemlerinin ~ kiyaslamasina ait veriler, Grafik 4.31., Grafik 4.32.°de

gosterilmektedir.

109



800

700

600 I

500

400 ¢

300

200 °©

100

0 1 " 1 " 1 " 1
60 80 100 120
LC-MS/MS(ug/giin)
Variable X LCMSMS
Variable Y IMMUNOASSAY
Sample size 70
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Highest value 100,6000 757,2300
Arithmetic mean 16,5686 138,8708
Median 12,9500 89,7300
Standard deviation 17,4356 134,7654
Standard error of the mean 2,0839 16,1075

Regression Equation

y =-108,820447 + 19,222281 x
Systematic differences

Intercept A -108,8204

95% ClI -195,6000 to -57,0479

Proportional differences

Slope B 19,2223

95% Cl 14,3185 to 25,8900

Random differences

Residual Standard Deviation (RSD) 284,0531

+ 1.96 RSD Interval -556,7440 to 556,7440

Linear model validity

Cusum test for linearity No significant deviation from linearity
(P=0,47)

Grafik 4.31. Idrar kortizol LC-MS/MS- kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)

yontemlerinin Passing Bablok grafigi ve veriler.
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Grafik 4.32. idrar kortizol LC-MS/MS-kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)

yontemlerinin Bland-Altman Grafigi.

Idrar kortizol LC-MS/MS-ELISA yontemlerinin kiyaslamasma ait veriler,

Grafik 4.33.,Grafik 4. 34.’de gosterilmektedir.
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No significant deviation from
linearity (P=0,66)

Grafik 4.33. Idrar kortizol LC-MS/MS-ELISA yontemlerinin Passing Bablok grafigi

ve veriler.
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Grafik 4.34. Idrar kortizol LC-MS/MS-ELISA yéntemlerinin Bland-Altman Grafigi.

Idrar kortizol kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)-ELISA y6ntemlerinin

kiyaslamasina ait veriler, Grafik 4.35.,Grafik 4. 36.,’da gosterilmektedir.
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Highest value 757,2300 1083,6000
Arithmetic mean 138,8708 191,3491
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Regression Equation

y =62,447307 + 0,918100 x
Systematic differences
Intercept A 62,4473
95% Cl 40,6006 to 80,7451
Proportional differences
Slope B 0,9181
95% Cl 0,7808 to 1,1080
Random differences
Residual Standard Deviation (RSD) 81,3108
+ 1.96 RSD Interval -159,3692 to 159,3692
Linear model validity
Cusum test for linearity No significant deviation from linearity (P=0,06)

Grafik 4.35. Idrar kortizol kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)-ELISA

yontemlerinin Passing Bablok grafigi ve veriler.
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Grafik 4.36. Idrar kortizol kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)-ELISA

yontemlerinin Bland-Altman Grafigi.

Kemiliiminesans immunoassayde (ROCHE) kullanilan kalibrator ID-MS
izlenebilir oldugu i¢in bu kalibrator ile LC-MS/MS cihazina kalibrasyon yapilip,
metot karsilastirma ¢alismasindaki idrar numuneleri yeniden hesaplandi. Elde edilen
degerler MedCalc analiz programlari ile degerlendirildi. Sonuclar grafik 4.37. ve
4.38.’de gosterilmektedir.
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12,7605
-25,0105 to 25,0105

No significant deviation from linearity
(P=0,30)

Grafik 4.37. Idrar kortizol LC-MS/MS- kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)

yontemlerinin Passing Bablok grafigi ve veriler (ROCHE kalibratdre gore

hesaplanmis sonuclar)
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Grafik 4.38. idrar kortizol LC-MS/MS-kemiliiminesans immunoassay (ROCHE)
yontemlerinin Bland-Altman Grafigi (ROCHE kalibratdre gore hesaplanmis

sonugclar)
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Metot karsilastirma calismasinda kullanilan yontemlerin referans araliklari

Tablo 4.46°da verilmistir.

Tablo 4.46. Metot karsilastirma ¢alismasinda kullanilan yontemlerin referans
araliklari.

SERUM(png/dL) 24 saatlik idrar
Ogleden &nce Ogleden sonra (ug/giin)
LC-MS/MS 5-25 2-14 3.5-45
ELISA 5-23 3-15 50-190
ROCHE 6.2-19.4 2.3-11.9 36-137

LC-MS/MS’de  kullanilan  referans  araliklan  Mayo  Medical

Laboratuvari’ndan alinmistir. 24 saatlik idrar kortizoliinde >18 yas referans aralig

kullanildi. (http://www.mayomedicallaboratories.com/ Erisim tarihi 2014).

Yapilan metot karsilastirma caligmasinda idrar kortizol 6lglimiinde, 70 hasta
calisildi. Her yontem kendi, referans araliklari icinde degerlendirilerek % uyumlar
hesaplandi. Idrar kortizol &lgiimiinde LC-MS/MS ile kemiliiminesans ydntem
arasindaki uyum %73 olarak tespit edildi. LC-MS/MS ile ELISA arasindaki uyum
ise % 73 olarak tespit edildi. Kemiliiminesans immunoassay ile ELISA arasindaki
uyum ise %22.4 olarak tespit edildi. Idrar 6l¢iimiinde her {i¢c yontem arasindaki uyum
ise %22.4 olarak tespit edildi.

Mayo Medical Laboratuvari’nda 24 saatlik idrarda kortizon/kortizol orani

normal kisilerde 3:1 ve 2:1 olarak verilmis, bu oranin < 1 olmas1 11 BHSD enzim
eksikligini ya da  inhibisyonunu nedeniyle olabilicegi  bildirilmistir

(http://www.mayomedicallaboratories.com/ Erisim tarihi 2014). LC-MS/MS’te

Ol¢limiinii yaptigimiz 24 saatlik idrar kortizol ve kortizon dl¢limleri sonucunda 70

hastadan 4’niin kortizon/kortizol oran1 <1 saptandi.
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5. TARTISMA

Adrenal korteks metobolizmanin diizenlenmesinde temel rol oynayan ¢esitli
steroid hormonlarin kaynagidir. Bu hormonlarla iligkili metabolik yolaklarin
aydinlatilmas1 yavasti, ancak viicuttaki Onemli steroid konsantrasyonlarin
Olciilmesiyle miimkiin olmaya basladi. Dokuda diisiik konsantrasyonda bulunmalari,
kimyasal yapilarinin birbirine benzer olmasi ve kompleks yapiya sahip olmalari
Olctimlerindeki temel zorluklar1 olusturmaktadir. Bu alanda uygun analitik teknikler
gelistirmek biyokimyacilarin temel gorevi olmustur. Uygun radyo isaretleme,
izotopla isaretleme ve rutinde kullanilan immunoassaylerin gelistirilmesiyle saglanan
ilerleme, MS’e bagl yiiksek segici ayirici kromatografi ile daha da artmistir. Bu
analitik metotlar giiniimiizde tiim 6nemli adrenokortikal hormonlar, onlarin dnciilleri
ve sentetik glukokortikoidlerin analizi i¢in uygundur ve bu konuda genis aplikasyona
sahiptir. Ozellikle klinik arastirma ve incelemenin yapildig1 gesitli dogustan endokrin
hastaliklarin incelenmesi, tan1 konulmasi ve tedavi edilmesi gibi durumlarda analizin
Oonemi ve gilivenirligi vurgulanmaktadir (Makin ve ark, 2010). GC-MS ve LC-
MS/MS steroid analizinde daha spesifik metodlar saglar. GC-MS ile kortizol analizi
ektraksiyon ve tirevlendirme basamaklarin1i gerektirir. Organik bilesiklerin
6l¢iimiinde GC-MS uzun zamandir referans metot olarak kabul edilmesine ragmen
LC-MS/MS yontemleri daha yaygin hale gelmektedir. Tiirevlendirme basamagina
thtiyag duymamast 6nemli avantajidir. Boylece numune hazirligi biiyiik olcilide
kolaylasir. Bu nedenle steroid profili i¢in tercih edilen yontem olmaya adaydir

(Burtis ve ark, 2012).

Rutin laboratuvar uygulamalarinda immunoanalizler serum ve idrar kortizol
Olclimii i¢in yaygin kullanilan yontemlerdir ve cogunlukla otomatize platforma
uygundur. Ancak tiim immunoassayler interferansa yatkindir. Hasta serumlarinda
heterofil antikor bulunmasi, hatali sonuglara neden olabilir. Spesifik antikorlar
kullanilmasma ragmen klinik laboratuvarlarda kortizol i¢in kullanilan hemen tiim
immunoassayler prednizolon ve diger steroidler ile ¢apraz reaktivite géstermektedir.
Prednizolona kars1 ¢apraz reaktivite oran1 Advia Centaurda %27 Roche sistemlerde
%171’e kadar degisir (Roberts ve ark, 2004). Prednisona kars1 ¢apraz reaktivite
orani disiiktiir (%0.3-%6.6) fakat prednison viicutta prednisolona doniisiir ve bu

nedenle immunoassayler ile kortizol O6lgiimii prednison ve prednisolon alan
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hastalarda uygun degildir. 11 deoksikortizol icin g¢apraz reaktivite orani Roche
sistemlerde %4.5’ten Beckman Accesss analizérde %?21.6’ya kadar degisir.
Metirapon testi yapilan hastalarda 11 deoksikortizol seviyesi yiiksek olabilir ve bu
nedenden dolayr immunoassayler kortizol i¢in yanlis yiiksek sonug¢ verebilir. Bazi
immunoassaylerin 21 deoksikortizole karsi ¢apraz reaktivitesi oldugu bilinir. 21
hidroksilaz eksikligi olan hastalarda 21 deoksikortizol seviyesi yliksektir. Bazi
interferanslar (6rnegin 11 deoksikortizol) numunelerin korbon tetraklorid ile
ekstraksiyonu ile ortadan kaldirilabilir. Inmunoassaylerin diger bir kisitlayici noktasi
ektraksiyon basamagindaki kortizol kaybinin izlenmesine olanak saglayan internal
standart kullanilmamasidir (Kaplan ve ark, 2010). Immunoassayler ile ilgili tim bu
olumsuzluklar nedeniyle kromatografik metotlar  gelistirilmistir. ~ Yapilan
karsilastirma calismalar1 kromatografik yontemlerin daha dogru Ol¢lim yaptigim
gOstermistir. Ayrica immunoassaylerde yasanan karbamazepin interferans problemi
de GC-MS ya da LC-MS/MS ile yapilan analizler ile ortadan kaldirilir (Palermo ve
ark, 1996). Bu yontemlerin Onemli avantajlar1 interferans problemini ortadan
kaldirmalar1 ve endojen kortizol metabolitlerini 6l¢ebilmeleridir (Taylor ve ark,
2002).

24 saatlik idrar kortizol atilimi tiim kortizol sekresyon oranini yansitir ve
sirkadiyen ritimden etkilenmez. Sadece plazmadaki serbest formu glomeriiler
filtrasyona ugrar ve degismeden atilir. Cok az miktarda tiibiiler reabsorbsiyonu
vardir. Bu nedenle idrar kortizol 6l¢iimii kortizol sekresyonunu yansitir. Tipik olarak
ekstraksiyonsuz metotlar olduk¢a yiiksek sonuglar verir. HPLC analizi ile
ekstraksiyonlu metotlar uygulandiginda referans araligi 10-54 pg/L’dir ve LC-
MS/MS metodunda da benzer sonuglar elde edilmistir (McCann ve ark, 2005).
Idrarda serbest kortizol 6l¢iimii ile ilgili problemler tamamlanmamus idrar toplanmasi
ve capraz reaktivitedir. (6zellikle 6n ektraksiyon igcermeyen metotlarda) Cushing
sendromu tanisi i¢in idrar kortizol dl¢iimiinde sensitivitenin %45-%71, spesifitenin
de %100 olmasi raporlanmistir (Findling ve ark, 2006). Ek olarak kortizolii
kortizona gevirerek inaktif hale getiren 11BHSD tip 2 enzimindeki varyasyonlar
bobrekten atilan kortizol miktarin1 6nemli derecede etkiler. Bu nedenle idrar kortizol
ve Kkortizon oranlarinin dl¢iilmesinin daha anlamli olacag ileri siiriilmistiir (Lin ve

ark, 1997).
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CLSI Kkurallarina gére LC-MS/MS’te kortizol ve kortizon i¢in validasyon
tamamlanmis ve kemiliiminesans immunoassay ve ELISA yontemleriyle
karsilastirma c¢alismasi yapildi. Gergeklestirilen validasyon ¢alismasinda kortizol igin
10000-1.90 pg/L araligi, kortizon igin ise 200-0.78 pg/L aralig: linear bulundu. Lee
ve arkadaslarinin yaptiklart validasyon c¢alismasinda kortizol ig¢in 1-500 ng/ml
(ug/L) kortizon i¢in 2.5-100 ng/ml (ug/L) araligi linear bulunmustur. Yaptigimiz
calismada, kortizoliin 10000 ug/L’ye kadar linearitesinin bozulmadig: tespit edildi.
Cok yiiksek konsantrasyonlarda immunoassay yontemlerde Hook etkisi ile
kargilagilir. LC-MS/MS analizinin immunoassaylere bir diger istiinligii de ¢ok
yiikksek konsantrasyonlar da bile linearitesi bozulmadan Olgliim yapilabilmesidir.
Linearite calismasinda elde ettigimiz korelasyon katsayis1 (r?) kortizol i¢in 0.999,
kortizon i¢in ise 0.997 olarak tespit edildi. Lee ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada
korelasyon katsayis1 (?) kortizol i¢in 0.999, kortizon igin 0.998 olarak bulunmustur
(Lee ve ark, 2014).

Gergeklestirdigimiz kesinlik ¢aligmasinda kortizol i¢in sirayla ¢alisma igi, ve
calismalar arasi CV degerleri 0.9-5.3 ve 1.1-5.3 araliginda kortizon igin ise sirayla
calisma i¢i ve ¢alismalar aras1 CV degerleri 1-5, 1.3-6.2 araliginda tespit edildi.
Lee ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise calisma ici kesinlik kortizol i¢in 1.5-4.5
araliginda, kortizon i¢in ise 1.9-5.8 araliginda, ¢alismalar arasi kesinlik ise kortizol
igin 2.7-4.6 araliginda, kortizon i¢in de 3.6-6 araliginda bulunmustur (Lee ve ark,
2014).

Geri elde calismamizda kortizol i¢in 101, 96 ve 112 degerleri, kortizon igin
102.5, 98 ve 96 degerleri elde edildi. Lee ve arkadaslari ise kortizol igin 99, 96.1 ve
94, kortizon i¢in ise 77.1, 81.6 ve 81.2 degerlerini elde etmislerdir (Lee ve ark,
2014).

Sinyal giiriiltii oran1 baz alinarak belirlenmis olan limitler, ¢alismamizda
kortizol i¢in dedeksiyon limiti 1.56 pg/L, kantitasyon limiti ise 3.125 pg/L olarak,
kortizon i¢in dedeksiyon limiti 0.78 ug/L, kantitasyon limiti de 3.125 pg/L olarak
tespit edildi. Lee ve arkdaslarida dedeksiyon limiti ve kantitasyon limitini sinyal
giiriilti oraninin sirayla >3 ve >10 olmasma gore belirlemislerdir. Yaptiklar

calismada kantitasyon limiti kortizolde 1 ng/ml (ug/L), kortizon i¢in ise 2.5 ng/ml
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(ug/L) olarak belirlenmis. Ancak onlar analizi API 4000°de gergeklestirirlerken,
bizim analizimiz API 3200°de gergeklestirildi. (Lee ve ark, 2014).

Yontem karsilastirma galismalart sonucunda idrar ve serum kortizol diizeyleri
lic yontemle analiz edildi. Sonuglar regresyon analizi ile degerlendirildi. Serum
kortizol diizeyi i¢cin LC-MS/MS ve kemiliiminesans immunoassay ile yapilan
karsilastirma ¢alismasinda elde ettigimiz slope: 1.7, intercept:-0.40 olarak tespit
edildi. Serum kortizol diizeyi i¢in; LC-MS/MS ve ELISA karsilagtirmasinda elde
ettigimiz slope: 1.8, intercept: -0.42 olarak tespit edildi. Serum kortizol diizeyi igin
kemiliiminesans immunoassay ve ELISA ile gerceklestirdigimiz karsilastirma
caligmasinda elde ettigimiz slope: 0.86, intercept: 0.13 olarak tespit edildi. Kushnir
ve arakadaslarmin yaptigt LC-MS/MS ve kemiliiminesans immunoassay
kiyaslamasinda elde ettikleri slope: 0.74, intercept: -0.70 olarak bulunmustur
(Kushnir ve ark, 2004). Yontem karsilastirma g¢alismasinda LC-MS/MS ‘de 89
hastanin kortizol ve kortizon diizeyleri dl¢iilmiis olup, Kortizon/kortizol oran1 0.266
olarak tespit edildi. Benzer sekilde Lee ve arkadaslarinin 48 saglikli kisi ile yaptiklart
calismada elde ettikleri kortizon/kortizol orani 0.225 olarak bulunmustur (Lee ve ark,
2014). ldrar kortizol diizeyi i¢cin LC-MS/MS ve kemiliiminesans immunoassay ile
yapilan karsilastirma ¢aligmasinda elde ettigimiz slope: 19.2, intercept: -108 olarak
tespit edildi. Idrar kortizol diizeyi icin LC-MS/MS ve ELISA karsilastirmasinda elde
ettigimiz slope: 15.7, intercept: -22.2 olarak tespit edildi. idrar kortizol diizeyi i¢in
kemiliiminesans immunoassay ve ELISA ile gerceklestirdigimiz karsilastirma
caligmasinda elde ettigimiz slope: 0.91, intercept: 62.4 olarak tespit edildi. Elimizde
LC-MS/MS igin referans materyalimiz bulunmadigi i¢in ve kemiliiminesans
immunoassayde (ROCHE) kullanilan kalibratér ID-MS izlenebilir oldugundan bu
kalibrator ile LC-MS/MS’de kalibrasyon yapildi. Metot karsilastirma calismasindaki
idrar numuneleri bu kalibrator degeri ile tekrar hesaplandi. Idrar kortizol diizeyi igin
ROCHE kalibratorle hesaplanan LC-MS/MS sonuglari ve kemiliiminesans
immunoassay karsilastirmasinda elde ettigimiz slope: 1.9, intercept: -4.2 olarak
bulundu. Wood ve arkadaslarmin 118 idrar numunesi ile kemiliiminesans

immunoassay ve LC-MS/MS ile yaptiklar karsilastirma ¢alismasinda elde ettikleri

denklem; kemiliiminesans immunoassay = 1.7920(LC-MS/MS) + 49.1468"dir.

(Wood ve ark, 2008). McCann ve arkadaslarmin 121 idrar numunesi ile

gerceklestirdikleri kemiliiminesans immunoassay ve LC-MS/MS ile yaptiklar
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karsilagtirma ¢alismasinda elde ettikleri denklem; LC-MS/MS = 0.408

(kemiliiminesans immunoassay)+ 2.65’tir. (McCann ve ark, 2005).

Idrar kortizol diizeyleri validasyon ¢alismasinda immunoassaylerle LC-
MS/MS kiyaslandiginda immunoassaylerin daha yiiksek olctiigii, 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda farkin daha da agildig1 gosterildi. Benzer sonuglar1 Fong ve
arkadaslar1 da elde etmislerdir. Konsantrasyona bagli bias immunoassaydeki kortizon
capraz reaktivitesine baghidir. Kortizol diizeyleri yiikseldikce metabolitleri ve
kortizon seviyesi de artar. Bu da immunoassylerde capraz reaktiviteye neden olur.
Hafif yiikseklikler klinik pratikte sik karsilasilan bir durumdur. Cushing tanisi igin
idrar serbest kortizol seviyesinin iist referans seviyesinden 4 kat yiiksek olmasi
gerekir. Yalanci pozitif immunoassay sonuglarini elemine etmek igin,
immunoassaylerde yiiksek oOl¢iilmiis idrar kortizol diizeylerinin LC-MS/MS ile

arastirilmasi tavsiye edilmektedir (Fong ve ark, 2010).

Ayni1 zamanda LC-MS/MS’de es zamanli kortizol ve kortizon diizeylerinin
belirlenmesi 1 1BHSD enzim aktivitesinin kalitsal ya da kazanilmis anormalliklerinin
belirlenmesi ve buna bagl hiperkortizolizm, fazla meyan kokii kullanimina bagh

psodohiperkortizolizmin arastirilmasina da imkan saglar (Fong ve ark, 2010).

Kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hastalar ile saglikli kisileri kiyaslayan bir
calismada kortizon/kortizol oraninin kronik bobrek yetmezlikli hastalarda %60
oraninda azaldig: tespit edilmistir. Bu sonug, KBY hastalarinda bobrekte kortizoliin
kortizona doniislimiinii katalizleyen 11BHSD tip 2 aktivitesinin onemli olglide
bozuldugunu gosterir. Benzer sonuglar Vogt ve arkadaglar1 tarafindan da
bildirilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada nefrotik sendromlu hastalarda kortizonun idrarla
atilim metaboliti olan tetrahidrokortizon diizeyinin azaldigini gostermislerdir. Bu
azalmayr 11BHSD enzimin down regiilasyonuna baglamislardir. Benzer calismalar
diyabetli hastalarda da gdzlenmistir. Tiim bu gozlemler dogrultusunda diyabet ve
iliskili komplikasyonlarin gelismesinde 11BHSD enzim aktivitesinin rolii olabilecegi
One siirilmistir (Homma ve ark, 2001). Yontem Kkarsilagtirma g¢alismasinda 70
hastanin 24 saatlik idrarlarinda LC-MS/MS’te kortizol ve kortizon diizeyleri analiz

edildi. Mayo Medical Laboratuvari’nda 24 saatlik idrarda kortizon/kortizol orani

normal kisilerde 3:1 ve 2:1 olarak verilmis, bu oranin < 1 olmas1 11 BHSD enzim
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eksikligini ya da inhibisyonunu  nedeniyle olabilicegi  bildirilmistir
(http://www.mayomedicallaboratories.com/ Erisim tarihi 2014). Bu oran baz

alindiginda 24 saatlik idrar kortizol ve kortizon 6lgiimii sonucunda 4 hastanin

kortizon/kortizol oran1 <1 olarak saptandi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan c¢alismada kortizol ve kortizonun serum ve idrarda miktarlarinin
tespiti i¢in yeni bir metot gelistirildi. Kortizol viicutta ©nemli fizyolojik
mekanizmalarin diizenlenmesinde rol oynayan temel glukokortikoid hormondur.
Kortizoliin inaktif metaboliti olan kortizon da viicuttaki kortizol-kortizon santinin
dengesi hakkinda onemli bilgiler sunmaktadir. Bu dengedeki bozukluklar cesitli
patolojilerle birliktedir. Geleneksel olarak kullanilan immunoassay yontemlerle
belirlenen kortizol miktari, Cushing sendromu, konjenital adrenal hiperplazi,
Addison hastaligi, minerelokortioid fazlaligi sendromu gibi ¢esitli hastaliklarin
tanisinda kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler ile yapilan kortizol analizinde,
kortizon ve diger endojen steroid metabolitlerinden ve prednizolon gibi sentetik
glukokortikoid tiirevlerinden kaynaklanan interferans bulunmaktadir. Bu durum

yontemin sensitivitesini azaltmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda steroid analizlerinde analitik interferansin
azaltilmasi ve dogrulugun arttiritlmast amaciyla LC-MS/MS tabanli yontemler tercih
edilmektedir. Gergeklestirilen calismada idrar ve serum kortizol ve kortizon
miktarlarmi belirlemek i¢in ortaya konulacak yeni yontem igin, CLSI Kkurallari
cergevesinde metot validasyonu tamamlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
LC-MS/MS yonteminin uygulanabilir oldugu ortaya konulmustur. Yapilan metot
karsilastirma ¢aligmalarinda LC-MS/MS yonteminin idrar ve serum Kkortizol
seviyelerini, antijen-antikor tabanli immunoassay ve ELISA yontemlerine gore daha
diisiik Olctiigii tespit edilmistir. Bu durum literatiir ile uyumlu olmakla birlikte,
antijen-antikor  tabanli  testlerdeki interferansin LC-MS/MS  ydnteminde
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. LC-MS/MS yodnteminin immunoassay
yontemlere gore diger bir iistiinliigii de, analitik interferansi ortadan kaldirmasiyla
birlikte, kortizoliin yaninda kortizol-kortizon sant1 hakkinda da bilgi saglayan

kortizon Ol¢limiine olanak saglamasidir.

Deneysel caligmalardan elde edilen sonuclarin degerlendirilmesiyle,
gelistirilen yontemin tim performans hedeflerini karsiladigi ortaya konuldu. Ancak
on islem basamaklarinin uzun olmasindan dolay: rutin analizlerde kullanimi zaman
almaktadir. Bunun yaninda kritik hastalarin tanisinda, sahip oldugu yiiksek

sensitivite sayesinde tani dogrulamada ve 11-BHSD enzim aktivitesi hakkinda
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Oonemli bilgi saglayan kortizon/kortizol oranini belirlemek icin kortizol ve kortizon
birlikte Ol¢iilmesinin  gerektigi  durumlarda kullanom potansiyeli oldugu

distiniilmektedir.
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OZET

Kortizol adrenal korteksten salinan ana glukokortikoid hormondur. Viicudun strese karsi
gosterdigi yamitin yaminda, karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasinda da onemli rol oynar.
Temel olarak kortikosteroid baglayici globiiline, az miktarda albiimine baglanarak plazmada taginir.
Yaklasik %5°lik kismi plazmada serbest olarak bulunur. Serbest kortisol fraksiyon aktif olan formdur
ve glomeriiler filtrasyona ugrar. Karacigerde metabolize edilir ve glukronid ve siilfat konjugati
seklinde atilir. Kortizol metabolizmasinin degisimi pek ¢ok patolojik durumla iliskilidir. Hem
hipokortizolizm hem de hiperkortizolizm hastaliga neden olur. Plazma kortizol ve ACTH diizeyi ile
birlikte idrar kortizol analizi Cushing sendromunun tanisinda énemlidir. idrardaki kortizol/kortizon
oran1 ve minerelokortikoid fazlaligi sendromu, konjenital adrenal hiperplazi ve adrenal yetmezligin

tespiti i¢in de dnemlidir.

Biyolojik sivilardaki kortizol diizeyinin Ol¢limii, rutin biyokimya laboratuvarlarinda
immunoassaylerle gergeklestirilmektedir. Kullanim kolayligi, otomasyon uyumu ve yiiksek verim bu
yontemin Onemli avantajlarindandir. Ancak immunoassay yontemlerde sivi-sivi ektraksiyon ile
interfere edici bilesikler elemine edilmesine ragmen, bu yontemlerde kortizon ve diger endojen steroid
metabolitlerin ve prednizolon gibi sentetik glukokortikoidlerin interferansi bulunmaktadir. Yo6ntemin
diger bir kisitlamasi da ektraksiyon siirecinde kortizol kaybini dengeleyen bir internal standartin
bulunmamasidir. Immunoassay yontemlerin tiim bu smirlamalar1 kortizol 6lciimiinde spesifik
kromatografik yontemlerin gelistirilmesine 11k tutmustur.  Kromatografik metotlar Kkortizol
Olciimiinde sadece interferansi azaltmaz, ayni zamanda kortizoliin endojen metaboliti olan kortizon
Ol¢iimiine de olanak saglar. Son caligmalar, kortizol/kortizon oraninin OSlglilmesinin, 11BHSD
aktivitesinin gosterilmesinde, kortizol ve kortizonun endojen metabolitlerinin oranindan daha iyi bir
gosterge oldugunu vurgulamistir. Karsilagtirma c¢aligmalari kromatografik yontemlerin kortizol
miktarint daha dogru 6l¢tiigiinii géstermistir. Kromatografik yontemler immunoassay yontemlere
gore Cushing sendromu ve minerelokortikoid fazlaligi sendromunun tanisinda daha iyi bir diagnostik

deger saglamaktadir.

Bu caligmada, kortizol/kortizon analizinde altin standart metot olarak degerlendirilen LC-
MS/MS yonteminin metot validasyonu CLSI kurallarina uygun bir sekilde gergeklestirildi. Yontem
karsilagtirma amaciyla idrar ve serum kortizol diizeyleri LC-MS/MS, ELISA ve kemiliiminesans

immunassay yontemler ile ¢aligild.

Metot validasyon parametreleri kapsaminda linearite, tekrarlanabilirlik, geri kazanim,
interferans, referans aralik dogrulama, analitik 6l¢tim limitleri, tasima, numune satabilitesi, matriks
etkisi, dondurma-¢6zmenin etkisi ve yontem karsilagtirma ¢aligsmalar1 yapildi. Linearite ¢alismasinda
yontemimiz kortizol i¢in 10000 ve 1.9 pg/L araliginda, kortizon igin 200 ve 0.78 pg/L araliginda
lineer olarak bulundu. Tekrarlanabilirlik ¢alismasindan elde edilen en diisiik ve en yiikksek %CV
degerleri kortizol igin sirasiyla 0.9 ile 7.6, kortizon igin sirasiyla 1 ile 7.1 bulundu. Kortizol ve
kortizon i¢in Yyapilan interferans calismasinda elde edilen % bias, izin verilen % Bias’in altindadir.

Kortizol igin %103 lik, kortizon igin 98.8’lik bir geri elde saglanirken, kantitasyon limiti kortizolde
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3.125 pg/L, kortizonda 3.125, dedeksiyon limiti kortizolde 1.56 ng/L, kortizonda 0.78 pg/L olarak
belirlendi. Numune aktarim miktar1 kortizolde —0.0256, kortizonda ise 0.1458 olarak tespit edildi.
Metot karsilastirma sonucunda Kortizol  olgtimlerinin  LC-MS/MS ile kemiliiminesans
immunoassayler ve ELISA arasindaki degerlendirmeler literatiir ile uyumlu bulundu. CLSI tarafindan
belirlenen yontemin kabul edilebilirlik kurallar1 g6z Oniine alinarak yapilan performans

degerlendirmesinde LC-MS/MS yontemi kabul edilebilir bulundu.

ANAHTAR KELIMELER: Kortizol, kortizon, LC-MS/MS, immunoassay, metot validasyonu
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ABSTRACT

Cortisol is a glucocorticoid hormone that is released from adrenal cortex. It plays an
important role in carbohydrate, lipid and protein metabolism besides stress response of body. Cortisol
is carried in plasma by binding to corticosteroid-binding globulin basically, and binding to albumin in
small amounts. Almost 5% percent of cortisol is free form in plasma. Free cortisol fraction is active
form and it is exposed glomerular filtration. It metabolized in liver and excreted as the glucuronide
and sulfate conjugates. Alteration of cortisol metabolism is related of various pathological cases.
Hypocorticolism and also hypercorticolism cause diseases. Cortisol analysis with level of plasma
cortisol and ACTH is important for diagnosis of Cushing syndrome. Cortisol-cortisone ratio in urine
and apparent mineralocorticoid excess syndrome are important for determination of congenital adrenal

hyperplasia and adrenal deficiency.

Cortisol quantification in biological fluids is done by using immunoassays in routine
biochemistry laboratories. Ease of use, automation and high throughput are important advantages of
this method. Although, interfering substances are eliminated by liquid-liquid extraction in
immunoassay methods, interference of endogen steroid metabolites such as cortison and synthetic
glucocorticoid such as prednisolan are present in these methods. Another limitation of method is lack
of internal standard that compensates of loss of cortisol during extraction process. These
disadvantages of immunoassay methods set light to improvement of specific chromatographic
methods. Chromatographic methods do not only reduce interference in cortisol quantification, also
they facilitate quantification of cortisone that is an endogen metabolite of cortisol. Recent studies
emphasize that quantification of cortisol-cortisone ratio is a better indicator than endogen metabolites
ratio of cortisol and cortisone to show 11BHSD activity. Comparative studies show that
chromatographic methods measure amount of cortisol more correctly. Chromatographic methods
provide better diagnostic value for diagnosis of Cushing syndrome and apparent mineralocorticoid

excess syndrome compared to immunoassay methods.

In this study, method validation of LC-MS/MS which is a gold standard method for
cortisol/cortisone analysis, was done according to CLSI rules. Cortisol levels in urine and serum were
studied with LC-MS/MS, ELISA and immunoassay methods for method comparison.

Linearity, repeatability, recovery, interference, reference internal verification, determination
limit of detection and limit of quantification, carry over, sensitivity, specificity, stability of samples,
effect of matrix, freezing-thawing studies were done within a context of method validation. Our
method was found linear in 1.9-10000 pg/Lrange for cortisol and cortisone lineer in 0.78-200
ug/Lrange. Highest and lowest CV% values obtained in repeatiblity study were 0.9 and 7.6 for
cortisol and land 7.1 for cortisone respectively. According to results of interference study cortisol
and cortisone bias % did not exceed the limit of allowable bias % . While 103 % recovery was
acquired for cortisol and 98.8 % for cortisone, quantification limit was determined as 3.125 pg/Lfor
cortisol, 3.125 pg/Lfor cortisone, detection limit was determined as 1.56 pg/Lfor cortisol and 0.78

pg/Lfor cortisone. Amount of carry over of samples was found as -0.0256 for cortisol and 0.1458 for
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cortisone. Method comparison of cortisol results in LC-MS/MS with ratings between
chemiluminescence immunoassay and ELISA were found to be consistent with the literature. LC-
MS/MS was found acceptable in evaluation of performance according to acceptable rules of method
determined by CLSI.

KEYWORDS: Cortisol, cortisone, LC-MS/MS, immunoassay, method validation
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GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI
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Karar Sayist 2013/129 S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Yrd.Dog.Dr. Hiisamettin VATANSEVin. “jdrar ve Serum Kortizol ve Kortizon Seviyelerinin Oleiimiinde
immunoassay  ve S Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre  (LC-MS/MS) Metodlarimn
Kargilagtriimasi™ baghikl aragtirmasinin degerlendiriime talebi ile ilgili 16.04.2013 tarihli dilekgesi ve ekleri
abriisiildil.

Yapilan inceleme ve gdrtigmelerden sonra: Yrd.Dog.Dr. Hilsamettin VATANSEV in. “Idrar ve
Serum Kortizol ve Kortizon Sevivelerinin Olgiimiinde immunoassay ve Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle
Spektrometre (LC-MS/MS) Metodlarmin Karsilasunimasi™ adh arasirmanin kabuliine. BAP destegi
alindiktan sonra protokoliin dosyaya ilave edilmek Gzere Etik Kurul sekretaryasina teslim edilmesine oy
hirligi ile karar verildi.
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