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OzZET

GIRIS: Steroid hormon metabolizmasini etkileyen bozukluklarin ¢ogu
yenidogan veya erken sut gocuklugu doneminde tuz kaybi veya belirsiz
genitalya ile bulgu verir. Bu tabloya neden olan hastaliklarin tani ve ayirici
tanisinda endojen steroid hormonlarin ve prekuarsorlerinin 6lgimu 6nemlidir.
Fetal adrenal zon involusyonundaki farkhliklar, dusuk  analit
konsantrasyonlari, plasental ve endojen steroid hormonlarin interferansi bu
hormonlarin 6lgimunde ana sorunlardir. Serum steroid hormon dizeylerinin
likit kromatografi kutle spektrometri (LC-MS) yontemi ile 6lgimu ayni anda
bircok steroid hormonun yuksek 6zgunlik ve duyarlilikta dlgimune hizlica

imkan saglar.

YONTEM VE METOD: 325 tamamen saglkli (152 kiz,173 erkek) yenidogan
ve infanttan alinan 0.4 mL plazmada 19 steroid hormon es zamanh calisildi
ve bebekler 5 farkh gruba aynldi (3-7, 8-14, 15-28, 29-90, 91-180. gun). Yas
gruplarina gore 2.5, 50 ve 97.5 persantil degerleri nonparametrik istatistiksel
yaklasimlar ile belirlendi. 17 Hidroksiprogesteron+21-Deoksikortizol/Kortizol,
11-Deoksikortizol/Kortizol, 17-Hidroksipregnenolon/Kortizol, Kortizol/Kortizon
ve erkeklerde Testosteron/Dihidrotestosteron oranlari 21-alfa Hidroksilaz, 11-
beta Hidroksilaz, 3-beta Hidroksilaz, 11 -Beta hidroksisteroid dehidrojenaz-2
ve 5-alfa reduktaz eksikliginin biomarkerlari olarak hesaplandi.

DEGERLENDIRME: LC-MS yéntemi ile es zamanl olgilen 19 steroid
hormonun referans deg@erleri sunulacaktir. 17-hidroksile C21 glukokortikodler
(17  hidroksipregnenalon,17-hidroksiprogesteron ve kortizol), Non17-
Hidroksile C21-mineralokortikoid onculleri (pregnenalone ve progesteron) ve
C19 androjenler (dihidroepiandrostenedion ve dihidroepiandrostenedion
sulfat, androstenedion) yasa bagli olarak 3 ve 180 gun araliginda ¢ok buyuk
degisiklikler gostermigtir.  Ancak C21-mineralokortikoidler (aldosteron,
kortikosteron, 11-deoksikortikosteron) hayatin ilk 6 ayinda belirgin degisiklik

gOstermemigtir.

vii



SONUGC: LC-MS bazli steroid hormon paneli dlgumua, es zamanl olarak
bircok steroid hormon oOlgcimine olanak sagladigindan steroidogenez
bozukluklarinin tanisinda en modern tanisal veriyi saglayacaktir. Ayrica,
calismamizda yenidogan ve erken sut gocuklugu donemine ait yasa ve cinse
bagli olarak belirlenen referans degerleri hizlica dogru tani konmasi ve
ayirici tani yapilmasi agisindan buyuk fayda saglayacak, genetik danigma ve
prognoz hakkinda bilgi verecek ve bozulmus steroidogenezin hayati tehdit
eden sonuglarina kargi koruyucu olacaktir.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Many of the steroidogenic disorders present in newborn or
early infancy with ambiguous genitalia and/or salt- wasting. Quantification of
endogenous hormonal steroids and their precursors is essential for the
diagnosis and differential diagnosis of these disorders. Rapid changes in
steroid hormone concentrations due to fetal adrenal zone involution, low-
concentration analytes and assay interference by endogenous or placental
steroids are main diagnostic challenges of this critical life period. Analysis of
serum steroids by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) can provide rapid, highly specific, and sensitive simultaneous
analysis of multiple steroid analytes. However, reference data from healthy
newborns and infants of precise age groups are a prerequisite for correct

interpretation of the results.

OBJECTIVE AND METHOD: We employed LC-MS/MS to measure a panel
of 19 steroids in 0.4 mL plasma from the samples of 325 healthy full-
term newborns and babies (173 males, 152 females) grouped in five age
groups (3-7th, 8-14th, 15-28th, 29-90th, 91-180th days). Nonparametric
statistical approaches were used to generate the mean, 2.5th-97.5th
percentile  distributions for age groups. 170H-Progesterone+21-
deoxycortisol)/cortisol, 11-deoxycortisol/cortisol, 170H-
pregnenolone/cortisol, cortisol/cortisone and
testosterone/dihydrotestosterone (only in boys) ratios were calculated as
biomarkers of 21-a-hydroxylase, 11-B-hydroxylase, 3-B-hydroxylase, 11-3-
hydroxysteroid dehydrogenase-2 and 5-a-reductase activities, respectively.

RESULTS: Reference intervals of 19 steroids measured simultaneously by
LC-MS/MS were established.17-hydroxylated C21-glucocorticoids (170H-
pregnenolone, 170H-progesterone and cortisol), non-17-hydroxylated C21-
mineralocorticoid precursors (pregnenolone and progesterone) and C19-

androgens (dehydroepiandrosterone, dehydroepiandrosterone-sulphate, A4-



androstenedione) showed most significant age-related changes over 5 (age
groups) from 3 to 180 days of life.However C21-mineralocorticoids
(aldosterone, corticosterone, 11-deoxycorticosterone) remained constant
during the first 6 months of life.Biomarkers of 21-a-hydroxylase, 11-B-

hydroxylase, 3-B-hydroxylase activities were in favor of cortisol increase.

CONCLUSION: Implementation of LC-MS/MS based steroid panel will
provide a state-of-art diagnostic tool to be targeted for a variety of diseases
with disordered steroidogenesis. Therefore, the establishment of age-related
reference intervals for newborn babies and early infancy in this study will
allow rapid, noninvasive, accurate diagnosis and differential diagnosis, guide
sex assignment, genetic counseling, predicting prognoses and prevent the

potential life-threatening outcomes of impaired steroidogenesis.



1 GIRIS ve AMAG

Steroid hormon sentezi viucutta temel olarak adrenal bez, gonadlar, beyin ve
plasentada gerceklesmektedir. Glukokortikoidler, mineralokortikoidler ve
cinsiyet hormonlari temel steroid hormonlardir. Steroid hormonlar; erken
embriyolojik gelisim, cinsiyet gelisimi ve farklilagsmasi, sivi-elektrolit dengesi
ve vucut metabolizmasi gibi temel hayati fonksiyonlari dizenlemektedir.

Steroid biyosentez defektleri ise hayati tehdit eden hastaliklara yol
acmaktadir.

Cogunlukla kalitsal ve konjenital niteligi olan bu hastaliklar genellikle
yenidogan ve erken bebeklik ddneminde kliniklere basvurmaktadir.

Hayati tehdit eden steroidogenez bozukluklarinin en sik sebebi
konjenital adrenal hiperplazidir (KAH). Otozomal resesif gegigli olan bu
hastaligin insidansi dinyada ortalama olarak 1/15,000 dir. Ancak bu oran,
toplumlar arasinda farkliliklar gostermekte ve Eskimolarda 1/300-1/700lere
kadar cikmaktadir.? Adrenal kortekste kolesterol 8 enzim tarafindan cesitli
enzimatik reaksiyonlarla mineralokortikoid, seks steroidleri ve kortizole
donasturaldr. Bu enzimatik yollardaki herhangi bir defekt, ara metabolitlerin
birikimine ve yolagin sonunda elde edilecek son  Urandn
sentezlenememesine neden olur. Sentezlenemeyen son Urunlerin eksikligi
veya biriken ara metabolitler, KAH'in klinikteki yansimasini olusturur.

Beslenme guglugul, kilo alamama, kusma, hiperkalemi, hiponatremi,
dehidratasyon, metabolik asidoz, hipoglisemi ve apati , yenidogan ve erken
bebeklik doneminde siklikla gorulen klinik bulgulardir. 21 hidroksilaz eksikligi
klasik formdaki KAH’larin %90'dan fazlasinin nedenidir. ikinci siklikla 11
hidroksilaz eksikligi saptanir. Diger enzim defektleri daha nadir gériiliir.?

KAH, yenidogan doneminde ciddi su ve tuz kaybr ve sokla
sonuglanabilecegdi gibi uzun yillar hafif klinik formlarda seyrederek adolesan
donemde de bulgu verebilir. Ancak agir formlari genelde yagsamin ilk 3-4
haftasinda ciddi bulgularla yasami tehdit eder. Tedavisi hangi enzimatik
yolakta defekt oldugu ve hangi son urunlerin sentezlenemedigine baglh olarak

degismekle birlikte ana prensip eksik olan hormonun yerine konmasidir.



Steroidogenez bozukluklarinin tek tipi KAH degildir. 5alfa reduktaz eksikligi
gibi seks steroid metabolizmasini etkileyen enzim eksiklikleri de cinsiyet
gelisimini etkileyebilir.

Klinik laboratuvarlarda plazmadaki steroid hormon duzeyleri
immunokimyasal veya  kutle spektrometresi temelli  yontemlerle
Olgulebilmektedir. Kitle spektrometrik yontemler beraberinde kromatografik
bir yontemle birlikte uygulanmaktadir. Her iki yontemin birlikte kullanimiyla
duyarhligi ve 0Ozgullugu yuksek metotlar gelistiriimektedir. Son vyillarda
LC/MSMS yontemi ile plazmada steroid metabolizmasindaki ara ve/veya son
driinlerinin tek bir analizle miktar tayininin yapildigi ydntemler gelistirilmistir. *

Cinsiyet gelisim bozukluklarindan suphelenildigi durumda istenen
hormonal testlerde anormallik saptanmasi durumunda ek steroid hormon
testleri, uyari testleri, gocuklardan tekrar tekrar kan alinmasina neden
olmakta, alinan kanlarin calisiima zamani ve sartlari ayni olmadigindan
diurnal ve sirkadiyen degisim gosteren bu hormonal testlerin sonuglari bir
arada degerlendirirken optimizasyon sorun olusturmaktadir. Ayrica
immunokimyasal yontemlerle bakilan steroid Olgumlerinde benzer yapiya
sahip olan hormonlarin gosterdigi ¢gapraz reaksiyon yanlis yuksek sonuglara
neden olmaktadir. interferans problemleri 6zellikle yenidogan ve erken
bebeklik doneminde adrenal bezin fetal zonunun involusyonundaki fizyolojik
farkhliklar ve plasentadan gecen steroidler sebebiyle dolasimdaki tum
steroidlerin dlgumlerinde ciddi problemlere yol agmakta ve hastalarin tani
alma ve tedaviye baslanmasi siireglerinde gecikmelere neden olmaktadir. °
Bu hastaligi tasiyan hastalarin 6zellikle erken bebeklik doneminde kliniklere
basvurduklari dusundlurse, bu laboratuvar bazli sorunlarin ve dlgimlerde
yasanan problemlerin ¢ozumlenmesi kritik Gnem arz etmektedir.

Steroid hormon duzeylerinin belirlenmesinde kullanilabilen LC/MSMS
yontemi ile 0,5 mL plazmayla, hedeflenen ¢ok sayida steroid hormon, ayni
anda odlglilebilmektedir. immiinokimyasal yéntemlerde kullanilan antikorlarin,
Olcilmek istenilen maddeye benzer yapidaki molekullere de ¢apraz
reaksiyon vermesi sonucu interferanslarla karsilasilabilmektedir. LC/MSMS
yontemi ile hem kromatografik olarak benzer molekuller ayrilabilmekte hem



de sirali kutle spektrometresinde maddelerin 6nclu (precursor) ve urin
(product) iyon gegisleri birlikte analiz edildiginde 6zgullugu yuksek sonuglar
elde edilebilmektedir.® Ayrica hastalikla ilgili olarak arttigi veya azaldig
ongorulen birkag steroid ya da metabolitin bir arada degerlendiriimesi
Ozellikle taniya ve ayirici taniya yaklasimdaki sensitivite ve spesifisiteyi
arttirmaktadir. Ancak bu sonuglarin degerlendiriimesinde kullanilacak
referans degerler tani koymanin hayati 6nem tasidigi yenidogan ve erken
bebeklik dénemi igin bulunmamaktadir. Ozellikle yenidogan ve erken
bebeklik donemi, steroid hormonlar agisindan kisiden kisiye ciddi
degiskenlikler gosteren, plasentadan gecen ve fetal adrenal zonun ylksek
steroid dUretimine bagli olarak yuksek hormon duzeylerinin saptanmasi
nedeniyle kendine 6zgu bir donemdir.

Literatirde referans degerleri belirlemek amaciyla cesitli ¢calismalar
olmakla birlikte tani koymanin hayati onem tasidigi yenidogan ve erken sut
cocuklugu igin adrenal streoidlerin tamamini bu kadar sik araliklarla ayni
anda calisan bir calisma yoktur. Bu nedenle bu galismada yenidogan ve
erken sut ¢ocuklugu donemini kapsayan ilk 6 ay igin, on dokuz steroid
hormonu es zamanli olarak Olgmeyi ve referans araliklarini belirlemeyi

amacladik.

2 GENEL BILGILER

2.1 Adrenal Bezin Embriyolojisi

Adrenal bez , kokenleri farkh olan korteks ve medulla olarak iki bolumden
olusur. Adrenal medullay! dorsal aortadan kdken alan ndral krest hucreleri
olustururken, adrenal korteks intermediate mesoderm kaynakhdir.
Mesoderm, ayrica diger bir steroidogenez kaynagi olan gonadlarin da
kokenini olusturur.

Adrenal bez, dollenme sonrasi 28-30. gunlerde adrenogenital
primordiyum (AGP) hizasinda , mezonefrozun Ust kisminda belirir. Oncelikle
urogenital katlantt ve dorsal mezenter arasindaki ¢olomik epiteldeki bir
kabarikhk seklinde olusur. 8. Hafta civarinda adrenal korteksi olusturacak

hdcreler, mezonefrozun Ust kismina go¢ eder ve primitif adrenal gland



olusur. Olusan bu ilk tabaka, buylk sitoplazmali eozinofilik hicrelerden
olusan fetal zon (FZ) dur. Fetal zon, CYP 11A ve 17 Hidroksilaz enzimlerini
icerir ancak 3 beta hidroksi steroid dehidrojenaz icermedigi igin bu donemde
DHEA ve DHEA-S Uretiminin baslica merkezidir. Bu iki hormon, plasenta
tarafindan sentezlenen estradiolin preklrsorudur ve gebeligin devami igin
olduk¢ca Onemlidir. Kisa bir sure sonra dig kisimda yogun bir sekilde
paketlenmis, lipitten fakir hlcrelerden olusan bir tabaka daha olusur. Bu
tabaka definitive zon (DZ) olarak adlandirlir. Bu iki tabaka arasinda ise
transient zon (TZ) bulunur. Es zamanl olarak adrenal gland kapstulle kaplanir
ve dorsal aorta hizasindaki noral krest hucreleri adrenal primordiyuma gog¢
eder. Noral krestten go¢ eden hucreler, korteksten salinan glukokortikoidlerin
de etkisi ile katekolamin salgilayan kromaffin hucrelere donugur ve hucre
adaciklari seklinde varligini surdurar. ® Kapsill yapisi olustuktan sonra fetal
adrenal korteks hizla geniglemeye baglar.

Dogum sonrasi adrenal remodelling gelisir. Fetal zon, postnatal 3.aya
kadar apoptoz ile regrese olur , DZ ve TZ ise erigkin adrenali olusturur.
Gunumuzde adrenal bezin geligsimine dair en ¢ok kabul goren bu teoriye
gore, DZ zona glomerulosayi, TZ ise zona fasiculatayi olusturur. Postnatal
donemde regrese olan FZ artiklari ise adolesan donemde organize olarak
zona reticularisi olusturur. iste zona reticularis, adrenal androjenlerin ana
kaynagidir. °

Adrenal glandin gelisiminde gesitli faktérler rol oynar. insanlarda
adrenal hipoplazi ile iligkili 3 transkripsiyon faktorl mevcuttur. Steroidogenik
factor-1 (SF-1; NR5A1), DAX-1 (Dosage sensitive sex reversal adrenal
hypoplasia congenital, X kromozomu) ve GLI3 onkogeni. SF-1, 9933
Uzerinde kodlanir ve eksikliginde hipofizer gonadotrop eksikligi ve ventral
medial hipotalamusun az gelismesine bagli olarak gonadal ve gogunlukla da
adrenal agenezi gelisir. Xp21 de kodlanan DAX-1 mutasyonu ise benzer
sekilde konjenital adrenal hipoplazi ve hipogonadotroik hipogonadizm ile
sonuglanir. GLI3 onkogeni 7p13 Uzerinde kodlanir ve hipotolamik hamartom
hipopitutarizm, imperfore anus ve postaksiyal polidaktili ike karakterize
Pallister Hall Sendromu ile sonuglanir ®



Adrenal Gelisim
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Urogenital  Adrenogenital Adrenal Fetal adrenal Postnatal Adrenal

katlanti primordium primordium
G G

ZF

afalA

Medulla

ZR
adaciklari

4 hafta 8 hafta 9 hafta 24-28 hafta 2-3yas 6-8 yas

Hedgehog sinyal yolagi, GLI3, SF1, DAX1, NGFIB, POMC-peptidleri, buyume faktorleri, POMC-peptidleri, neural uyari
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WNT4, ACD

Sekil 1 Adrenal gelisim-prenatal ve postanatal dénem

2.2 Steroidogenez

Kolesterolden biyolojik olarak aktif steroid hormonlarin sentezlenmesine
steroidogenesis denir ve sitokrom P450 enzimi tagiyan tum hucreler steroid
hormon sentezleme vyetisine sahiptir. insanlarda adrenal korteks, testisin
Leydig hucreleri, overin granulosa ve teka hucreleri ve plasentanin
sinsisyotrofoblastlari steroid hormon sentezleyebilir. Yag doku ve cilt, steroid
hormonlarin dondsimunu saglasa da bu yapilar sitokrom P450 enzimi
icermez ve bu doniisiim steroid hormon sentezi olarak kabul edilmez.™

Steroidogenesis dinamik bir sdregtir. Erigkin adrenalinde zona
glomerulosa(ZG), zona fasiculata (ZF) ve zona reticularis (ZR) aldosteron
kortizol ve DHEA/DHEA-S sentezinden sorumludur. Bazi enzimler ve
kofaktorleri adrenalin tum tabakalarinda ortak olsa da , zon spesifik enzimler
sadece kendi tabakalarinda sentezlenir BoOylece zonlara spesifik steroid
hormonlarin sentezi gergeklesmis olur.

Steoidogenezde gorevli enzimler iki gruba ayrilir: sitokrom P450
enzimleri (CYP450) ve hidroksisteroid dehidrogenez enzimleri(HSD) . CYP
enzimleri hem halkasi igeren oksidatif enzimlerdir ve hucre iginde
bulunduklari yere gore mitokondriyal (tip1) ve endoplazmik retikulum (tip2)
olarak siniflandirilir. Steroidogenezde yer alan CYP enzimlerinden P450 scc,



11 hidroksilaz ve aldosteron sentaz tip1 iken 17 hidroksilaz/17-20 liyaz, 21
hidroksilaz ve aromataz enzimleri tip 2 dir. HSD enzimleri ise kisa zincirli
dehidrojenaz/rediiktaz (SDR) ve aldo/ketoredutaz(AKR) olarak ikiye ayrilir. "

Tum steroid hormonlar kolesterolden sentezlenir. Dolasimda bulunan
ve yuksek miktarda kolesterol igceren LDL, adrenal korteks hucresine
endositozla alinir. Ardindan lizozomlarla birlesen vezikillerden kolesterol
serbestlestirilir. Bu basamak ACTH ile duzenlenir. Kanda artan ACTH, LDL
reseptor sayisini ve LDL’ den kolesterolin serbestlesmesini saglayan
enzimleri aktive eder.'. Hiicre icerisine giren kolesterolin mitokondriye
tasinmasi gereklidir. Bu asamada StaR (steroid acute regulatuar protein)
kolesterolin dig mitokondri membranindan i¢ mitokondri membranina
gegisini s,aglar.12 Mitokondrinin igerisinde CYP11A1 ile kolesterol
pregnenolona donuasturulir. Bu asama steroidogenezin hiz kisitlayici
asamasidir.

Aldosesteron sentezi: ZG'da pregnenolondan , 3 BHSD enzimi ile
progesteron sentezlenir. Bu enzim irreversibl olarak hidroksil grubunu keto
grubuna donusturdr. Ardindan CYP21A2 (21 hidroksilaz) enzimi ile
progesteron, 11 deoksikortizona gevirilir. Son olarak da 11 beta hidroksilaz,
18 hidroksilaz ve 18 HSD in katalize etiigi bu 3 basamakli enzimatik
reaksiyonla 11 deoksi kortizolden aldosteron sentezlenir. ZG tabakasi
aldosteron senetezi igin O0zellesmistir. Bu tabaka 11 hidroksilazi iceren tek
tabakadir. Minimal duzeyde 17 hidroksilaz/17-20 liyaz enzimi igerir.
Aldosteron sentezinin baglica uyarcisi ekstraseluler potasyum ve
anjiyotensin 2 dir. 2

Kortizol sentezi: Kortizol sentezi ZF'da gergeklesir ve ACTH’ nin
kontrolu altindadir. CYP17A1 enzimi, pregnenolon ve progesteronun 17
hidroksilasyonunu saglar. 17 hidroksiprogesteron, 21 hidroksilazla 11
deoksikortizole donusur. Son olarak da 11 deoksikortizol, CYP11A1 enzimi

ile kortizole donusturalur.

Androjen sentezi: C19 steroidlerin baglica sentez yeri zona
reticularistir. Pregnenalondan DHEA ve Progesterondan Androstenedion



sentezi icin gerekli olan tek enzim CYP17A1'dir. Bu enzim ZF ve ZR'de
bulunmakla Dbirlikte bu enzimin bir komponenti olan ve 17
hidroksisteroidlerden DHEA ve Androstenedion sentezlenmesini saglayan
17,20 liyaz aktivitesini arttiran kofaktor olan sitokrom b5 sadece ZR
tabakasinda bulunur.” Bu nedenledir ki androjen sentezi baslica ZR'de
gercgeklesir. Sentezlenen Dehidroepiandrosterone (DHEA) ve
sulfotransferazla onun konjugasyonundan sentezlenen
Dehidroepiandosteron sulfat (DHEA-S) baslica adrenal androjenlerdir. ZR'de
androjen sentezi baslica ACTH'nin kontrolindedir. Androjen sentezini
etkileyen bagka buyume faktorleri oldugu bilinse de bunun mekanizmasi tam

olarak anlasilamamistir. 2

CATABOLISM Cholesterol CATABOLISM
e ANABOLISM ;
urine) \__/ 1 o (urine)
——— scc \—
; droxylas :
Pregnenetriol gl | 172.0H-Pregnenolone _ —ree Pregnenolone »  Pregnenediol
(SPT) — (5PD)
1 17,20 -yase l 3pHSD
Androsterone
; (An) s | DHEA and androgens . Progesterone » Pregnanediol
Etiocholanolone —_— Ry _
(£6) & (PD)
t A
2 1 17-Hydroxylase
17%-OH-
170-OH- 2 Pregnanolone
iEDos ZeE Progesterone » (17HP)
Pregnanetriol (PT)
11B-Hydroxylase 11B-Hydroxylase
THA, THB, W s Corticosterone (B) 21-Deoxycortisol ey Pregnanetriolone
5aTHB, SaTHA — —_— (PTONE)
1 Aldosteron synthase 21-Hydroxylase
18-OH-THA @l | 18-OH-Corticosterone 11-Deoxycortisol > THS
1 Aldosteron synthase 11197Hydroxylase /
THALDO Aldosterone Cortisol / »  THE, THF, 5%-THF

Sekil 2 Steroidogenezde gérevli enzimler

2.3 Adrenal Yetmezlik

2.3.1 Tanim

Adrenal yetmezlik, adrenal korteks tarafindan sentezlenen basta
kortizol olmak Uzere steroid hormonlarin sentezlenememesi olarak tanimlanir
ve oldukga heterojen bir grup hastaliktir."* Patoloji adrenal bez kaynakl ise
primer, hipotalomo-hipofizer aks kaynakli ise sekonder olarak siniflandirilir.



Primer ve sekonder adrenal yetmezlik arasindaki en onemli farklardan
biri primerde kortizol salinimin yaninda mineralokortikoid sentezinin de
bozulmasi iken sekonder formda bu fonksiyon korunmustur. Adrenal
yetmezlik gec tani konuldugunda &limle sonuglanabilen acil bir durumdur. ™

Gegtigimiz yillarda genetik alanindaki gelismelerle adrenal yetmezlige
neden olan genlerin tanimlanma orani artmig, hastaliklarin genetik temelini

anlamak ise bireysellestiriimis tedavilerin dnund agmistir.

2.3.2 Primer adrenal yetmezlik

Cocukluk ¢aginda primer adrenal yetmezligin en sik nedeni Konjenital
adrenal hiperplazidir. Daha sonraki yaglarda otoimmun nedenli bez
destruksiyonu en sik neden halini halir. Bunlarin yani sira ACTH direnci,
adrenal bezin gelisim sorunlari da g¢ocuklarda adrenal yetmezlik nedeni
olabilir."

Primer adrenal yetmezlik nedeni olan baslica durumlar tablo 1 de

Ozetlenmisgtir.



DURUM/EKSIKLIK Gen 1liskili semptomlar ve hastaliklar
1- Steroidogenez bozukluklar:
Bozulmus kolesterol transport
Steroidogenic Acute Regulatory | StAR 46, XY CGB gonadal yetmezlik
Protein
(Konjenital lipoid adrenal
hiperplazi)
Konjenital adrenal  hiperplaziye
neden olan enzim veya kofaktor
eksikligi
210-hidroksilaz eksikligi CYP21A42 46, XX CGB, hiperandrojenizm
11B-hidroksilaz eksikligi CYPIIBI 46, XX CGB, hiperandrojenizm, arteriyel
hipertansiyon
17a-hidroksilaz eksikligi CYPI7A41 46, XY CGB, arteriyel hipertansiyon,
gonadal yetmezlik
P450 oksidorediiktaz eksikligi POR 46, XX and 46, XY CGB, gonadal
yetmezlik, kemik malformasyonlari, tim
CYP450 enzim sistemini etkiler
3B-hidroksisteroid  dehidrogenaz | HSD3B2 46, XX and 46, XY CGB, kadinda
eksikligi hiperandrojenizm
P450 side-chain cleavage enzyme | CYPIIAI 46, XY CGB, gonadal yetmezlik
(P450scc)
Kolesterol sentez veya
metabolizmasinda defektler
Smith Lemli Opitz Sendromu DHCR7 Mental retardasyon, biiyiime geriligi,
kraniyofasyal anomaliler
Abetalipoproteinemi MTTP Ataksi, retinopati, akantositoz, yag
malabsorbsiyonu
Familyal hiperkolesterolemi LDLR Tendon ksantomlari, ksantelesma, korneal
arkus
Sitosterolemi (Fitosterolemia) ABCGS Kisa boy, gonodal yetmezlik, ksantomlar,
ABCGS hemolitik anemi, artrit, artmis ateroskleroz
ve prematur kardiyak 6lim
2- Adrenal Disgenezi/Hipoplazi
Sendromik olmayan
X’e baglt konjenital Adrenal | NROBI Erkeklerde hipogonadotropik
Hipoplazi (AHC) (DAX1) hipogonadizm. Bazi vakalarda
gonadotropin bagimsiz puberte prekoks
Xp2lkomsu gen delesyon | Duchenne Duchenne muskuler distrofi, gliserol kinaz
sendromu Muskuler gen delesyonu, psikomotor retardasyon
distrofi, (eger delesyon [ILIRAPLI genini de
Gliserol kapstyorsa)
Kinaz ve
NROBI gen
delesyonu
Adrenal hipoplazi steroidogenik | NR5A1 46, XY ve 46, XX CGB, primer ovaryan
factor-1 eksikligi (SF1) yetmezlik, spermatogenik yetmezlik




Sendromlarla iligkili

IMAGe sendromu CDKNIC Intrauterin  gelisme geriligi, metafizyal
displazi, adrenal yetmezlik, genital
anomaliler

MIRAGE sendromu SAMD?Y Miyelodiplazi, infeksiyon, biiylime geriligi
, adrenal hipoplazi, genital fenotipler and
ve enteropati

Pallister-Hall sendromu GLI3 Hipotalamik hamartoblastom,
hipopitutarizm, imperfore anus,
mesoaksiyal ve postaksiyal polidaktili,
laringotrakeal kleft, bifid epiglottis

Meckel Sendromu MKS1 Oksipital ensefalosel, polikistik bobrek,
hepatic fibrosis, poidaktili

Pena-Shokeir sendromu 1 DOK7 Artrogripozis, fetal akinezi, IUGR, kistik
higroma, pulmoner hipoplazi,
kampodaktili, polihidroamniyos, intestinal
malrotasyon

Psodotrizomi 13 RAPSN Holoprosensefali,  fasyal = anomaliler,
postaksiyal polidaktili

Hidrolethalus Sendromu HYLS1 Prenatal baslangicli siddetli hidrosefali,
polidaktili, mikrognati, genital anomaliler,
konjenital kalp hastaligt ve pulmoner
defektler

Galloway-Mowat sendromu WDR73 Erken baslangicli ensefalopati, siddetli
epilepsi, nefrotik sendrom, mikrosefali,
hiatal herni

Kromozomal anomaliler Tetraploidi | Cogunlukla  merkezi  sinir  sistemi

triploidi, anomalileri ve prenatal baslangicli biiylime
trisomil8, geriligi ile iliskili
trisomi 21,
5p dup,
ve I1q
sendrom
3- ACTH direnci
Ailesel glukokortikoid direnci (FGD) | MC2R Genellikle izole glukokortikoid eksikligi,
Tip 1 mineralokortikoidler normal, uzun boy,
subklinik hipotiroidi, frontal bossing,
hipertelorizm , mediyal epikantus gibi
karakteristik yiiz sekli
Ailesel  glukokortikoid  eksikligi | MRAP Genellikle izole glukokortikoid eksikligi
(FGD) Tip 2
4- Adrenal Destruksiyon
Bozulmus Redox Homeostazis
Nukleer kihif defektleri
Triple A  sendromu  (Allgrove | A4AAS Alakrima, akalazya, bozulmus otonomik
sendromu) sistem; ek olarak norolojik bozukluklar,

sagirlik, mental

retardasyon

hiperkeratozis  ve
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Mitokondriyal defektler

Nikotinamid Nukleotid | NNT Genellikle izole glukokortikoid eksikligi,
Transhidrojenaz eksikligi subklinik  hipotiroidi, insulin bagiml
diyabetes mellitus
Tioredoksin reduktaz eksikligi TXNRD2 Izole glukokortkioid eksikligi
Glutatyon  peroksidaz  eksiklgi+ | GPXI + | Her iki gende homozigot defekt olan tek
peroksiredoksin eksikligi PRDX3 bir hasta tanimlanmis.
Kompleks lipid metabolizmasi
defektleri
a) Peroksizomal defektler
X’e bagli adrenoldkodistrofi | ABCDI Progresif ndrodejeneratif kognitif ve
(X-ALD) ABCD2 davranigsal degisiklikler, progresif isitme
ve gorme kaybi, demans, spastisiste, nobet
Neonatal  Adrenoldkodistrofi | PEX] Siddetli hipotoni, ndbet ve ensefalopati,
(Otozomal resesif) korliik ve sagirlik, hepatic disfonksiyon,
peroksizomal agenezi
Zellweger sendromu PEXI, 2, 3, | Siddetli ndéromotor ve biiyiime geriligi,
5, 6, 12, 14, | hipotoni, korlikk, sagirlik, kraniyofasyal
26 anomaliler, hepatomegali, Down fenotipi
Refsum hastalig1 PHYH, Multipl epifiz displazisi, kardiyomyopati,
PEX7 anosmia, retinitis pigmentosa, ndropati,
sagirlik, iktiyozis
b) Lizozomal defektler
Wolman hastaligi LIPA Diffuz punktat adrenal kalsifikasyon,
karacigerde ksantamatoz  degisiklikler,
adrenal, dalak, lenf nodu, kemik iligi,
timus, akciger, retina, merkezi sinir
sisteminde degisiklikler
¢)Endoplazmik retikulum
defektleri
Sfingozin-1 fosfat liyaz | SGPLI Steroid  direngli  nefrotik  sendrom,
eksikligi iktiyozis, lenfopeni, norolojik bozukluklar,
primer hipotiroidi, kriptoorsidizm
Otoimmun Yikim
Izole otoimmun adrenalit CLTA-4,
HLA-DR3,
HLA-DR4,
HLA-B8
BACH?2 ile
iliskili
Otoimmun poliglanduler
sendromlar (APS)

APS Tip 1 AIRE Kronik mukokutandz kandidiyazis,
hipoparatiroidizm, diger otoimmun
hastaliklar , nadiren lenfomalar

APS Tip2 HLA-DR3, | Hypotiroidi, hipertiroidi, premature
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CTLA-4 ovaryan yetmezlik, vitiligo, tipl diyabetes
iligkili mellitus, pernisiydz anemi
APS Tip 4 HLA-DR3, | Diger otoimmun hastaliklar, tiroid
CTLA-4 hastaliklar1 ve diyabet disinda (gocukta
BACH? ile | nadir)
iliskili
5- Diger
DNA onarim bozukluklari MCM4 Natural killer hiicre eksikligi, kisa boy,
mikrosefali, tekrarlayan viral
enfeksiyonlar, kromozomal kiriklar
Bioinaktif ACTH POMC POMC eksikligi belirti ve bulgulari,
kirmiz1 sag, yiksek ACTH ve disilik
kortizol.
Mitokondriyal hastaliklar
Kearns-Sayre sendromu MTTLI Progresif eksternal oftalmopleji, ptosis,
retinal dejenerasyon ve kardiak ileti
defektleri, mikrosefali ve diger
endokrinopatiler, kaslarda ragged red fiber
goriilebilir
Mitokondrial DNA | POLGI Infantil epilepsi, metabolik inme, kronik
ataksi, oftalmopleji, hipotiroidizm ve tip2
polimeraz eksikligi diyabetes mellitus
Bozulmus mitokondriyal | GFER Ensefalomyopati,  konjenital  katarakt,
hipotoni, gelisme geriligi, sensorinoral
dizenleyici sistem isitme kaybi, laktik asidoz, solunum
bozukluklari
MELAS sendromu MTTLI, Mitokondriyal — miyopati, ensefaopati,
MTTQ, laktik asidoz, stroke (inme)
MTTH,
MTTK,
MTTC,
MTTSI-2,
MTNDI,5,6
Bozulmus translasyon MRPS?7, Sensorindral igitme kaybi, primer ovaryan
ORSL1 yetmezlik, progresif karaciger ve bobrek
yetmezligi, laktik asidoz
Pearson sendromu Delesyon/ Diisitk dogum agirhigi, biiylime geriligi,
duplikasyon | sideroblastik anemi, ekzokrin pankreas

yetmezligi

Tablo 1 Cocuklarda adrenal yetmezlik etyolojisi
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2.3.3 Sekonder adrenal yetmezlik
Cocuklarda sekonder adrenal yetmezligin en sik nedeni eksojen steroid
kullaniminin ani kesilmesidir. Bunun disinda hipotalamo hipofizer timorler de

sekonder adrenal yetmezlik nedeni olabilir.

2.4 Steroid Hormon Olgiimiinde Kullanilan Yéntemler

Gunumuzde steroid hormon ve metabolitlerinin 6lgiminde immunokimyasal,
ve kutle spektrometrik yontemler kullaniimaktadir. Son vyillarda steroid
hormon ve metabolitlerinin 6lgimunde, kromatografik yontemlerin kutle

spektrometresi ile birlikte kullanimi giderek yayginlagmaktadir.'’

2.4.1 immunokimyasal Yéntemler

Steroid Olgumunde uzun yillardir kullanilan immunokimyasal yontemler,
Olcimu yapilmak istenen molekule kargi gelistirilen antikorlarin dlgimu
yapilacak madde (antijen) ile birlesmesi esasina dayanir. Bu yontemde
steroid hormonlar bagh olduklari steroid baglayici proteinlerden
ayrigtirildiktan sonra olgulmek istenen hormona 6zgu antikorlar ile antijen
antikor kompleksi olugur. Yine ayni moleklle 6zgu fakat molekulun farkli bir
epitopuna baglanan igaretli antikorlar ortama eklenir. Plazmanin yikanmasi
ile antijene baglanmayan isaretli antikorlar ortamdan uzaklagtirilir. Antikor
isaretleyicisi olarak kullanilan enzim veya kemiliminesans maddeler
aracihgiyla miktar tayini gerceklestirilir. ' LC/MSMS yéntemi ile
karsilastinldiginda immunokimyasal yoOntemlerin; on hazirhik islemi
yapllmadan serum veya plazma orneklerinde hizli bir sekilde sonug
uretmeleri, ayni anda birden fazla hasta orneginin analiz edilebilmesi, ayni
anda farkli bircok testin analizine imkan vermesi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Bununla birlikte duyarliliklarinin  diguk olmasi, 6l¢gum
araliginin dar olmasi, yapilari birbirine ¢ok benzer olan steroid hormon

metabolitlerinin interferansi immunokimyasal yontemlerin dezavantajlaridir.
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24.2 LC/MSMS
LC ile dlgulmek istenen analitler, kolon Uzerinde sabit faz (hareketsiz ortam)
ve mobil faz (kolonda akan solvent) arasindaki allkonma dengesine gore
ayrilir."

Kolona maddelerin pozitif bir basingta pompalanmasi ve kesintisiz bir
mobil akig saglanmasi ile ylksek performansh likit kromatografi (HPLC)

yontemi elde edilmis olur.

A Pompasi

Rezervuar 1

Kolon

]

Dedektor

Otomatik Ornekleme |:|

Unitesi —]

Rezervuar 2 B pompasi
Sekil 3 Kromatografi

Katle spektrometri (MS) ise bir iyonu, kutle/yuk oranina (m/z) gore
diger iyonlardan ayiran bir tekniktir. Olglilmek istenen karigim, MS’in iyon
kaynaginda iyonlagtirildiktan sonra iyonlarin kutle/yak oranlarina (m/z) gore
secildigi MS’in quadripole bélimiine girer. Olglilmek istenen iyon bu alanda
ortama verilen voltaj sayesinde ilerletilerek dedektorde olgulur. MS, HPLC ile
kombine edildiginde Olgculmek istenen analitin Ol¢culdigu dedektor gorevini
gorir.?°

MS’de bir maddeyi Olgebilmek igin iyonlastiriimis  olmasi
gerekmektedir. Bunun igin degisik teknikler kullanilir. Elektrospray
iyonizasyon (ESI) , Klinik laboratuvarlarda MS’de sik¢a kullanilan,
iyonizasyon tekniklerinden biridir.. Bu teknikte, HPLC’de ayrilan maddeler ,
yuksek gerilim potansiyelinin uygulandigi kapillere aktarilir ve burada
cogunlukla azot gazi ile plskirtilir. iyon kaynaginda iyonlagtirilirken ayni
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zamanda uygulanan yuksek sicaklhigin etkisi ile Olgulen solvent sivi fazdan
gaz hale geger .%°

HPLC ile mobil faz araciligiyla kolandan gecip, iyon kaynaginda
iyonlastirilip, m/z oranina goére bir veya birden fazla quadrupole’de segcilen
iyonlar; vakum uygulanan bir yolu takip ederek detektore ulasir (Sekil 4).
Detektorden alinan sinyaller; x-ekseni Uzerinde, iyonun kolonda alikonma
zamaninin [retention time (rt)], y ekseni Uzerinde ise detektore ulagtirilan iyon
sayisinin gosterildigi grafik (kromatogram), LC/MSMS yazilimi tarafindan
olusturulur (Sekil 5).

Mobil Fazlar Vakum Vakum

N
A N W
ESI Q1 . Q3 ( )

Bilgisayar

HPLC MS MS

Sekil 4 LC/MSMS

iyon sayisi

Kromatogram

‘ m/z

\ _‘Aﬁtle Spekturumu

Sekil 5 Ornek Kromatogram
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Sekil 6 Yazulm tarafindan olusturulan kromatogram

2.4.3 Quadrupole

Quadrupole, ortasinda bir bogluk bulunan, paralel dizenlenmig dort iletken
cubuk setidir. Cubuklara Uygulanan voltajlar surekli olarak degistirilerek
birden fazla molekule ait m/z deg@eri taranabilir.

Sekil 7-Quadrupole

MS de bir veya daha fazla quadrupole kullanilabilir. Tek qudrupole
kullanildiginda sadece ana kutle olgulir bu nedenle yontemin o6zgullugu
dusuktdr.. Birden fazla quadripole kullanildiginda iyonlasan maddeler sadece
ana kitlesine gore ayriimaz. ilk quadrupolede analitlerin ana iyonlar
filtrelenir. Ardindan garpisma hucresi de denen g2 alaninda , garpismayla
induklenen ayrilma (collision induced dissociation) olarak bilinen sureg
gerceklesir ve Argon gazi kullanarak ana iyon parcalanarak Grun iyon agiga
ctkarilir. Olusan Urdn iyon ikinci bir quadrupoleden (Q3) gegirilir. Boylece
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sadece belirlenmis dncu ve Urun iyon gegisine izin verilerek olgulmek istenen
molekul daha 6zgul olarak olguldr.

MS detektorine ulagsan veriler tek bir analitin iyon gegisi icin
toplandiginda bu moda “selected reaction monitoring (SRM)” adi verilirken;
birden fazla analit ayni anda dl¢uldugunde ise bu moda, “multiple reaction
monitoring (MRM)” denilir. SRM kullanimi  duyarlihgr ve sinyal
tekrarlanabilirligini artirir, gunkd tim gegis zamanlarinda cihaz yalnizca tek
bir maddeye odaklanir.

2.4.4 Steroid hormon metabolitlerinin 6lgimiinde LC/MSMS kullanimi
Steroid hormon Olcimunde LC/MSMS yontemleri referans yontem olarak
kabul edilmektedir. Hem kromatografi hem de kutle spektrometresi tekniginin
kombinasyonunun  kullanilmasi  analiz  duyarliligi  ve  6zgullugunu
artirmaktadir. imminoassay yoéntemlerde oldugu gibi tek bir madde degil
birden ¢ok steroid hormon ayni anda olgulebilmektedir. Gelisen kromatografi
ve kutle spektrometresi teknolojisiyle daha kisa o6rnek hazirhigi ve analiz
suresi ile miktari ¢cok dugsuk olan steroid metabolitlerinin dahi tayini mamkuin
olmaktadir.

Avantajlari

-Duyarlihginin ve 6zgullGgunun yuksek olmasi

-Tek bir analizde birden fazla analitin dlgulebilmesi

-Olgiilecek analitin izotopunun (internal standart) miktar tayini
hesabinda kullaniimasi nedeniyle daha dogru sonuglar elde edilmesi

-Kantitatif analiz igin referans dlgim yontemi olarak kabul edilmesi

-interferanslarin daha az olmasi

Dezavantajlari

-Karmasik bir ydontem olmasi nedeniyle standardizasyonu zor
-Otomasyona uygun degil

-Uzun bir 6érnek hazirlama suresi mevcut

-Cihazi kullanabilmek igin uzun sureli egitimlerin gerekmesi

-Cihaz ve teknik servis maliyetinin yiksek olmasi

17



-Analizlerin dogrulugu icin gerekli internal standartlarin piyasada

bulunamayabilmesi, temininin zor olmasi veya maliyetlerinin yuksek olmasi
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3 GEREG VE YONTEM

3.1 Hasta Segimi

Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Sosyal Pediatri
Bilim Dali ve Yenidogan Bilim Dali polikliniklerine gelen 3 gun ile 6 ay
arasindaki bebekler prospektif olarak galismaya alindi. Bebekler term ve
AGA bebeklerdi ve yapilan ayrintili fizik muayenelerinde patolojik bulgu
yoktu. Gebelik sirasinda annesi steroid hormon kullanan bebekler, premature
bebekler, o anda ciddi bir hastaligi olan bebekler ¢calismaya alinmadi.

Kan almak i¢in bebeklerin birinci derece yakinlarindan aydinlatiimis
onam alindi. Calisma protokolii Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onaylandi. (Protokol no: 09.2016.34, Tarih: Nisan 2016)
(Ek 1).

Yas gruplarn 3-7 gun, 8-14 gun, 15-28 gun, 29-90 gun ve 91-180 gun
olarak belirlendi. 1 yil suresince her yas grubundan 30 kiz 30 erkek olmak
uzere toplamda 300 bebekten kan alinmasi hedeflendi. Referans degerlerin
olusturulmasi sirasinda standardizasyon amaci ile sabah 08:00-10:00
araliginda EDTA’l tipe kan alindi.

Kanlar alindiktan sonra santrifuj edilerek -20 derecede saklandi.
Calisma ug¢ ayri gunde ayni kigiler tarafindan ayni kosullarda gergeklestirildi.
Plazma orneklerinde adrenal bez tarafindan salinan 19 steroid hormon es

zamanli olarak LC-MS yontemi ile ¢alisildi.

3.2 Analiz Edilen Hormonlar;

Pregnenolon, 17-OH pregnenolone, Progesteron, 17-OH progesterone,
Kortikosteron, Aldosteron, 11 deoksikortizol, Kortizol, Dihidroepiandrosteron
(DHEA), dihidroepiandosteron sulfat (DHEA-S), Androstenedion, Estrone,
estradiol, Testesteron, 21 deoksikortizol, Kortizon, Androsteron, 11
deoksikortikosteron, Dihidrotestesteron.

3.3 Kullanilan Cihaz Ve Malzemeler
Calismamizda LC-MS/MS 8050 Schimadzu, Japan) cihazi kullanildi.
Analizlerde S.r.| Steroid hormon kiti. (Eureka Lab Division, Italy) kullanildi

Plazma Ornekleri internal standardlar iceren reaktifler kullanilarak
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ekstraksiyon igleminden sonra LC/MSMS ile analiz edildi. Her plazma
ornegine , kalibrator ve kontrol materyaline mineralokortikoid, glukokortikoid
ve androjen OlgUmu sirasinda Ug internal standard eklendi: aldosterone (aldo
d 7), cortisol (corti d4), testosterone (testo d3) . HPLC metodu igin Eclipse
Plus C18 kolon (50x2.1 mm, 1.8 um) kullanildi .Analiz suresi 15 dakika idi.
Pozitif mod elektrosprey iyonizasyon kullanildi ve her hormon igin Precursor
ve product iyonlar dlguldu ve her hormon igin iki MRM zamani kaydedildi.

Tabloda kullanilan internal standardlari ve kalibrasyonu igin
kullanildiklari hormonlari gérmekteyiz.

Solusyon igerigi: Aldosterone-d7, Cortisol-d4, Testosterone-d3

Hormonlar: Kalibrasyon igin kullanilan internal
standardlar
ANDROSTENEDIONE Testosterone-d3
DHEAS Testosterone-d3
DHEA Testosterone-d3
TESTOSTERONE Testosterone-d3
DIHYDROTESTOSTERONE Testosterone-d3
ANDROSTERONE Testosterone-d3
ESTRONE Testosterone-d3
ESTRADIOL Testosterone-d3
PROGESTERONE Aldosterone-d7
11-DEOXYCORTICOSTERONE Aldosterone-d7
CORTICOSTERONE Aldosterone-d7
ALDOSTERONE Aldosterone-d7
11-DEOXYCORTISOL Cortisol-d4
PREGNENOLONE Cortisol-d4
17-OH-PREGNENOLONE Cortisol-d4
CORTISOL Cortisol-d4
17-OH-PROGESTERONE Cortisol-d4

Tablo 2 Kullanilan internal standardlar
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Kullandigimiz kite ait firmanin belirledigi sensitivite degerleri ve 6lgim
yapilabilen dinamik araliklar tabloda belirtiimigtir. LLOQ degerleri firmanin
verilere gore 0.001 ng/ml (Androsteron) ile 0.6 ng/ml (DHEA-S) arasinda

degismekteydi.

LLOQ Dinamik araliklar
17-OH-Progesterone 0,015 ng/ml | 0,015-125 ng/ml
Androstenedione 0,003 ng/ml | 0,003-100 ng/ml
DHEAS 0,6 ng/ml 0,6-100 ng/ml
DHEA 0,1 ng/ml 0,1-500 ng/ml
Testosterone 0,003 ng/ml | 0,003-150 ng/ml
Cortisol 0,3 ng/ml 0,3-6000 ng/ml
Corticosterone 0,045 ng/ml | 0,045-250 ng/ml
Aldosterone 0,01 ng/ml 0,01-50 ng/ml
11-Deoxycortisol 0,05 ng/ml 0,05-200 ng/ml
Dihydrotestosterone 0,02 ng/ml 0,02-150 ng/ml
Androsterone 0,001 ng/ml | 0,001-100 ng/ml
Estrone 0,002 ng/ml | 0,002-20 ng/ml
Estradiol 0,002 ng/ml | 0,002-50 ng/ml
Pregnenolone 0,025 ng/ml | 0,025-30 ng/ml
17-OH-Pregnenolone 0,035 ng/ml | 0,035-100 ng/ml
Progesterone 0,3 ng/ml 0,3-5000 ng/ml
11-Deoxycorticosterone | 0,005 mg/ml | 0,005-100 ng/ml

Tablo 3 Olciilen hormonlarin LLOQ ve dinamik araliklar

Firma verilerine gore Gun igi ve gunler arasi kesinlik degerleri (%CV)
CLSI C62-A rehberine gore belirtilen limit olan %15 in altindaydi. Dogruluk
degerleri ise %80 ile %98.4 arasinda idi.
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ANALIT Dogruluk Giin ici kesinlik CV% giinler arasi kesinlik

(Hata %) (CV%) (Error %)
Calibrator Calibrator Calibrator
Low Medium [High Low Medium |High Low Medium |High

17-OH-Progesterone |4,3% 1,6% 4,9% 57% 2,3% [6,7% 9,1% 2,6% 6,9%

Androstenedione 6,3% 4,2% 3,9% 10,2% [5,6% 5,6% 11,6% [5,9% 6,0%

DHEAS 2,6% 2,3% 1,8% 3,7% |3,5% 2,0% 4,2% 3,7% 2,2%
DHEA 12,8% 9,7% 4.8% 15,2% [12,2% 16,3% 15,9% |12,8% 6,7%
Testosterone 10,5% 5,3% 4,8% 3,6% |7,2% 5,6% 15,4% (7,4% 5,8%
Cortisol 5,6% 3,0% 2,7% 76% |3,6% 3,3% 7,7% 3,7% 3,4%
Corticosterone 18,4% 5,7% 5,4% 8,5% |7,5% 7.2% 12,5% |10,6% [8,8%
Aldosterone 6,5% 2,8% 2,8% 8, 7% |3,7% 4,4% 12,4% 5,1% 5,2%
11-Deoxycortisol 9,1% 7,7% 6,0% 11,6% [11,5% [8,2% 15,2% |12,8% 8,6%
DHT 10,0% 7,0% 5,2% 13,9% [8,8% 7,3% 13,9% [8,8% 7,5%
Androsterone 12,9% 4.5% 6,1% 5,4% |5,4% 8,7% 16,7% [5,7% 9,1%
Estrone 20,0% |4,5% 4,1% 4.4% 5,8% [4,6% 15,6% 16,7% [5,4%
Estradiol 11,1% |5,6% 4,8% 2,8% 6,8% [6,1% 14,1% |9,6% [6,9%

Pregnenolone 8,3% 4,7% 5,3% 0,5% [6,3% (4,3% 11,4% 6,8% $4,8%

17-OH-
Pregnenolone 8,5% 7,4% 1,7% 2,3% [9,0% 2,1% 14,1% 9,9% |2,4%

Progesterone 6,4% 1,6% 1,4% 9,1% 2,0% [1,7% 9,5% 2,3% |1,9%

11-DOC 7,1% 3,5% 7,0% 10,7% [5,4% |4,3% 11,4% [7,8% ©4,4%

Tablo 4 Olciilen analitlerin dogruluk ve kesinlik degerleri

Maddelerin precursor ve product iyonlari, quadripole voltajlari, collision
energy voltajlar tablo 1’de gosterilmigtir.
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ANALIT KESINLIK VE  DOGRULUK ICIN  KULLANILAN

KONSTANTRASYONLAR

KALIBRATOR

Dusuk Orta Yuksek
17-hidroksiprogesteron | 0.125 1 12.5
Androstenedion 0.1 0.8 10
DHEA 67.5 540 6750
DHEA-S 0.5 4 50
Testesteron 0.15 1.2 15
Kortizol 6.25 50 625
Kortikosteron 0.25 2 25
Aldosteron 0.05 0.4 5
11-Deoksikortizol 0.1 0.8 10
Dihidrotestesteron 0.15 1.2 15
Androsteron 0.2 1.6 20
Estron 0.02 0.16 2
Estradiol 0.05 0.4 5
Pregnenalon 0.025 0.2 25
17-hidroksipregnenalon | 0.125 1 12.5
Progesteron 5 40 500
11-Deoksikortikosteron | 0.6 4 50

Tablo 5 Kesinlik ve dogruluk icin kullanilan konsantrasyonlar
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Ana | Product | Q1 Collison | Q3 Mav

iyon |iyon (mV) | enerijisi

(m/z) | (m/z) (mV)
Aldo d7 368.3 | 350 -14 -20 -27
Aldosteron 361.1 | 109.1 -12 -33 -25
Kortizon 361.3 | 163 -21 -27 -29
Korti d4 367.4 | 121 -23 -23 -23
Kortizol 363 121.2 -23 -23 -24
21-deoksikortizol 3471 | 121 -12 -17 -22
Kortikosteron 347 329.2 -22 -15 -16
11-deoksikortizol 347.2 | 971 -22 -26 -18
DHEA-S 271 79 -17 -30 -14
Androstenedion 287 97.1 -28 -21 -19
11-deoksikortikosteron | 331.3 | 97.1 -21 -22 -19
Testo d2 292 971 -19 -22 -17
Testesteron 289.2 | 97.1 -19 -21 -10
DHEA 289 213 -29 -12 -18
Estradiol 255.2 | 133 -26 -19 -14
Estrone 289 213 -26 -12 -18
17-OH progesteron 331 97.2 -22 -27 -21
17-OH pregnenolon 315 297 -22 -12 -11
DHT 293 147 -13 -20 -19
Progesteron 315 97 -20 -21 -18
Androsteron 273 255 -18 -12 -18
Pregnenalom 299 261 -30 -53 -18

Tablo 6 Ana iyon ve product iyon kiitleleri ve kullanilan collision enerjisi (mV)
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3.4 Verilerin istatistiksel Analizi

Veriler, Sosyal Bilimler igin istatistik Paket Programi (GraphPad v5.0)
kullanilarak analiz edildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlarin (frekans, yuzde, ortalama, standart sapma-ss) yani
sira parametrelerin yasla iligkisi igin Lineer Regresyon testi, parametrelerin
yas ve cinsiyet ile iligkisi igin lineer regresypn ve t test, yas gruplar

arasindaki farkliliklari belirlemek igin One way ANOVA testleri kullanildi.
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4 SONUCLAR

Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Sosyal Pediatri
Bilim Dali ve Yenidogan Bilim Dali polikliniklerine Nisan 2016-Nisan 2017
tarinleri arasina gelen toplamda 325 term ve yasina gore AGA bebek
calismamiza alindi. Hastalarin yas ve cinsiyete gore dagilimi tablo 7 dedir.

Erkek (n) Kiz(n) TOTAL (n)
3-7 giin 30 34 64
8-14 giin 37 24 61
15-28 giin 36 31 67
28-90 giin 35 31 66
91-180 giin 35 32 67
TOPLAM 173 152 325

Tablo 7 Calismaya alinan kiz ve erkeklerin yas gruplarina gére dagilimi

4.1 Mineralokortikoid Yolagi
Bu yolakta baslica progesteron, 11-deoksikortikosteron, kortikosteron ve

aldosteron degerlendirilmistir.
PROGESTERON: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil

degerleri, Ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. S$Sekil 8 de

gOsterilmektedir.
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Sekil 8 Progesteron degerinin yaslara gore normalleri-kutu grafik
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Sekil 9 Progesteron degerinin yaslara gére normalleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi
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Sekil 10 Progesteron degerinin yaslara gére normalleri-sagihm grafiigi-kiz ve erkek

3-7 gun arahgi i¢in 0.143 ng/ml, 8-14 gun arahgi i¢in 0.108 ng/ml, 15-28 gun
aralhgi icin 0.063 ng/ml, 29-90 gun arahg igin 0.029 ng/ml ve 91-180 gun
araligr igin 0.020 ng/ml ortalama olarak hesaplandi. Progesteron igin
hesaplanan deg@erler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

11-DEOKSIKORTIKOSTERON: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75
persantil degerleri, Ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 11 de
gOsterilmektedir.
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Sekil 11- 11 deoksikortikosteron degerinin yasalara gére normalleri-kutu grafik
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Sekil 12- 11 deoksikortikosteronun yagalara gére normalleri-sacilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklilik olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi
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Sekil 13- 11 deoksikortikosteronun yasalara gére normalleri-sagilim grafigi kiz ve erkek
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3-7 gun araligi igin 0.012 ng/ml, 8-14 gin arahgi i¢in 0.020 ng/ml , 15-28 gun
arahgi icin 0.020 ng/ml , 29-90 gun arahlg icin 0.045 ng/ml ve 91-180 gun
aralg! icin 0.042 ng/ml ortalama degerler olarak hesaplandi. Hesaplanan
degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

KORTIKOSTERON: Yas gruplarina gére ortalama, 25 ve 75 persantil
degerleri, ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 14 ‘te
gOsterilmektedir.
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Sekil 15 Kortikosteronun yasa gére normalleri-sacilim grafigi
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Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklilk olmadigi igin tim yas gruplari igin
tek bir deger hesaplandi.
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Sekil 16 Kortikosteronun yaslara gére normalleri-sacilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun arahgi da 1.734 ng/ml, 8-14 gun araliginda 2.885 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 1.821 ng/ml, 29-90 gun arahginda 2.402 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 2.067 ng/ml ortalama degerler olarak hesaplandi. Ancak

kortikosteron icin hesaplanan degerler arasinda yagsa gore anlamli farklilik
bulunmadi.

ALDOSTERON: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil degerleri,
ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 17 de gosterilmektedir.
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Sekil 17 Aldosteronun yasa gére normalleri-kutu grafik

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi.
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Sekil 18Aldosteronun yasa gore normalleri-sacilim grafigi
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Sekil 19 Aldosteronun yasa gére normalleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun arahgi i¢in 0.390 ng/ml, 8-14 gun arahgi i¢in 0.287 ng/ml, 15-28 gun
aralhgi icin 0.327 ng/ml, 29-90 gun arahg igin 0.332 ng/ml ve 91-180 gun
aralig! icin 0.113 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi

Glukokortikoid yolagi i¢in yasa gore hesaplanan degerler asagidaki

tabloda gosterilmektedir.
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0.143
0.108
0.063
0.029
0.020

0.012
0.020
0.020
0.045
0.042

1.734
2.885
1.821
2.402
2.067

0.390
0.287
0.327
0.332
0.113

0.011
0.061

0.009
0.007
0.005

0.100 0.004 1.209 0.060

0.143 0.025
0.095 0.002
0.037 0.002
0.027 0.002

0.282
0.224
0.121
0.098

0.079
0.046
0.019
0.015

0.006 0.016 0.002 0.044 0.009

0.007
0.009
0.018
0.012

0.032 0.004
0.025 0.002
0.066 0.003
0.057 0.003

0.067
0.069
0.163
0.183

0.196 2.569 0.040 8.780

0.234
0.269
0.525
0.454

5.113 0.151
1.715 0.101
2.900 0.082
2.291 0.107

12.79
13.87
9.519
10.71

0.212 0.493 0.063 1.104 0.322

0.045
0.175
0.167
0.058

0.416 0.016
0.416 0.023
0.462 0.017

0.128 0.006

Tablo 8 Glukokortikoidlerin yasa gére persantil degerleri

4.2 Glukokortikoid Yolag:

1.052
1.164
1.101
0.324

0.226
0.137
0.080
0.038
0.026

0.015
0.013  0.027
0.014  0.026
0.036  0.055
0.031 0.054
1.052  2.416
1.226 4.544
0.898  2.742
1.627 3.176
1413 2.721

0.458
0.177  0.398
0.251 0.403
0.267  0.397
0.091 0.134

<0.0001

<0.0001

0.459

<0.0001

Bu yolakta baglica 17-OH progesteron, 21-deoksikortizol, 11-deoksikortizol,

kortizol ve kortizon degerlendirilmistir.

17-HIDROKSIPROGESTERON: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75

persantil degerleri, Ust ve alt glvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 20 de

gOsterilmektedir.
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Sekil 20- 17-hidroksipeogesteronun yasa gore normalleri-kutu grafik

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi.
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Sekil 21-17-hidroksiprogesteronun yasa gére normalleri-sagilim grafigi
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Sekil 22-17-hidroksiprogesteronun yasa gore normalleri-sacilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun araliginda 0.177 ng/ml, 8-14 gun araliginda 0.621 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 0.412 ng/ml, 29-90 gun arahginda 0.178 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 0.143 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.
21-DEOKSIKORTIZOL: Yas gruplarina gdre ortalama, 25 ve 75 persantil

degerleri, Ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 23'te

gOsterilmektedir.
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Sekil 24-21-deoksikortizoliin yaslara gére normalleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin
tek bir deger hesaplandi.
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Sekil 25-21-deoksikortizolun yagslara gére normalleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun arahgi i¢in 0.109 ng/ml, 8-14 gun araligi i¢in 0.074 ng/ml, 15-28 gun
araligi 0.074 ng/ml , 29-90 gun araligi i¢cin 0.105 ng/ml ve 91-180 gun araligi
icin 0.211 ng/ml olarak belirlendi. Hesaplanan degerler yasa gore anlamli
olarak degismekteydi.

11-DEOKSIKORTIZOL: Yas gruplarina gére ortalama, 25 ve 75 persantil

degerleri, uUst ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 26 ‘da
gOsterilmektedir.

38



T *
—
£
=
[=2]
< 1.04
© -
2
= -1 hd
o
o —
=
s —_—
> 0.5+
2
z —
~
= — L —
0.0 T T T — T
&5 = =5 =5 &5
2 ~> 2 S &
~ e N L4 o~
Age

Sekil 26-11-deoksikortizoliin yaslara gére normalleri-kutu grafik
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Sekil 27-11-deoksikortizoliin yaslara gére normalleri-sagilim grafigi

11-deoksikortizol duzeylerinde kiz ve erkeler arasinda anlamh farklilik

saptandi. Kizlarda 11-deoksikortizol duzeyleri yuksek saptandi.
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Sekil 28-11-deoksikortizoliin yaslara gére normalleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun arahgi i¢in 0.311 ng/ml, 8-14 gun arahgi i¢in 0.233 ng/ml, 15-28 gun

aralhgi icin 0.306 ng/ml, 29-90 gun arahg igin 0.271 ng/ml ve 91-180 gun

arahgi icin 0.299 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. 11-deoksikortizol

icin hesaplanan degerler yasa gore anlamli olarak degismemekteydi.

KORTIZOL: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil degerleri, st

ve alt guvenirlilik
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Sekil 29-Kortizoliin yaslara gére normalleri-kutu grafik
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Sekil 30-Kortizoliin yaslara gére normalleri-sacilim grafigi

Kortizol duzeylerinde kizlar ve erkekler arasinda anlamh farklilik saptandi,
kortizol duzeyleri tum yas gruplari i¢in kizlarda ylksek saptandi.
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Sekil 31-Kortizoliin yaslara gére normalleri-sacilim grafigi-kiz ve erkek
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3-7 gun arahginda 33.78 ng/ml, 8-14 gun araliginda 43.98 ng/ml, 15-28 gin
araliginda 26.76 ng/ml ,29-90 gun arahginda 39.18 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 69.99 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi.Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

KORTIZON: Yas gruplarina gére ortalama, 25 ve 75 persantil degerleri, st

ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 32’de gosterilmektedir.
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Sekil 33-Kortizonun yagslara gére normalleri-sacilim grafigi
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Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin
tek bir deger hesaplandi
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Sekil 34-Kortizonun yagslara gére normal degerleri-sacilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun aralhiginda 36,53 ng/ml, 8-14 gun araliginda 37.93 ng/ml, 15-28 gin
araliginda 40.59 ng/ml, 29-90 gun arahginda 34.45 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 25.58 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan
degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

Mineralokortikoid yolagi i¢in yasa gore hesaplanan degerler asagidaki
tabloda gosterilmektedir.
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170H-
Progesteron

0.177 0.002 0.324 0.001 0.768 0.111 0.243
0.621 0.362 0.877 0.250 1.228 0.500 0.741
0.412 0.002 0.699 0.001 1.563 0.290 0.534 <0.0001
0.178 0.001 0.333 0.001 0.775 0.116 0.240
0.143 0.043 0.162 0.022 0.627 0.105 0.180
= N
Deoksikortizol
0.109 0.037 0.136 0.008 0.411 0.080 0.137
0.074 0.041 0.102 0.026 0.178 0.055 0.094
0.074 0.025 0.104 0.006 0.260 0.055 0.092 <0.0001
0.105 0.015 0.153 0.006 0.409 0.074 0.136
0.211 0.103  0.285 0.016 0.656 0.170 0.252
ozl | | ] | | | ]
Deoksikortizol
0.311 0.173  0.358 0.101 0.871 0.239 0.382
0.233 0.147 0.325 0.115 0.441 0.190 0.276
0.306 0.198 0.389 0.095 0.606 0.264 0.348 0.54
0.271 0.175 0.342 0.053 0.593 0.233 0.310
0.299 0.101 0.393 0.052 1.049 0.228 0.371
Kortigo | | [ | [ [ | | |
33.78 7.824  49.18 2.984 112.1 24.80 42.76
43.98 6.491 80.02 3.632 138.7 26.58 61.38
26.76 4927 43.48 2.880 87.87 18.97 34.55 <0.0001
39.18 10.22  53.27 3.772 150.2 29.02 49.35
69.99 36.47 89.88 12.75 184.3 59.04 80.94
kortizon | | | | /| | |
36.53 18.79  46.62 8.006 102.0 30.23 42.82
37.93 2212 51.56 11.48 84.04 29.72 46.15
40.59 2146 54.78 10.53 89.78 33.82 47.35 0.001
34.45 22.02  40.00 5.676 72.75 29.54 39.37
25.58 18.93  28.57 9.596 51.18 22.94 28.22

Tablo 9-Mineralokortikoidlerin yaslara gore persantil degerleri

44



4.3 Androjen Yolagi

Bu yolakta baglica pregnenalon, 17-hidroksipregnanolon, DHEA, DHEA-S,
androstenedion degerlendirilmistir.

PREGNENALON: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil
degerleri, st ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. $ekil 35" de
gOsterilmektedir.
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Sekil 35-Pregnenalonun yagslara gére normal degerleri-kutu grafik
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Sekil 36-Pregnenalonun yagslara gére normal degerleri-sacilim grafigi
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Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin
tek bir deger hesaplandi
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Sekil 37-Pregnenalonun yaslara gére normal degerleri-sacilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun araliginda 0.0452 ng/ml, 8-14 gun araliginda 1.950 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 0.873 ng/ml, 29-90 gun arahginda 0.792 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 0.618 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan
degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

17-HIDROKSIPREGNENOLON: Yas gruplarina goére ortalama, 25 ve 75

persantil degerleri, Ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 38’ de
gOsterilmektedir.
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Sekil 38-17-hidroksipregnenolon yasa gore normal degerleri-kutu grafik
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Sekil 39-17-hidroksipregnenolon yasla gére normal degerleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklilk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi
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Sekil 40-17-hidroksipregnenolon yasa gore normal degerleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun aralhiginda 0.335 ng/ml, 8-14 gun araliginda 1.435 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 0.095 ng/ml, 29-90 gun arahginda 1.003 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 0.854 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

DHEA: : Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil degerleri, Ust ve
alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. $Sekil 41°de gosterilmektedir.
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Sekil 41-DHEA ‘nin yagsa gore normal degerleri-kutu grafik
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Sekil 42-DHEA'nin yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklilk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi
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Sekil 43-DHEA’'nin yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun araliginda 1.212 ng/ml, 8-14 gun araliginda 4.099 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 1.968 ng/ml, 29-90 gun arahginda 1.444 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 0.964 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.
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DHEA-S: Yas gruplarina gore ortalama, 25 ve 75 persantil degerleri, Ust ve

alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 44 ‘de gosterilmektedir.
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Sekil 44-DHEA-S"1n yasa gére normal degerleri-kutu grafik
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Sekil 45-DHEA-S"1n yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin

tek bir deger hesaplandi
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Sekil 46-DHEA-S"1n yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun araliginda 192.1 ng/ml, 8-14 gun araliginda 254.5 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 233.5 ng/ml, 29-90 gun arahginda 175.4 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 76.89 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan

degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

ANDROSTENEDION: Yas gruplarina gére ortalama, 25 ve 75 persantil
degerleri, ust ve alt guvenirlilik indeksi hesaplandi. Sekil 47 de

gOsterilmektedir.

51



= os -1
5 | *+ =
=
— S
2 o6
o
S
D
c
@ 0.4
L
7]
o
S
=
< 0.2
L J
0.0 ! . X - >
d d e d
& us»\‘ & & &
o N g 2 R
& RS o &
Age

Sekil 47-Androstenedionun yasa gére normal degerleri-kutu grafik
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Sekil 48-Androstenedionun yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi

Kizlar ve erkekler arasinda anlamli farklihk olmadigi igin tim yas gruplari igin
tek bir deger hesaplandi
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Sekil 49-Androstenedionun yasa gére normal degerleri-sagilim grafigi-kiz ve erkek

3-7 gun araliginda 0.134 ng/ml, 8-14 gun araliginda 0.247 ng/ml, 15-28 gun
araliginda 0.136 ng/ml, 29-90 gun arahginda 0.077 ng/ml ve 91-180 gun
araliginda 0.043 ng/ml ortalama deger olarak hesaplandi. Hesaplanan
degerler yasa gore anlamli olarak degismekteydi.

Androjen yolag! igin yasa gore hesaplanan degerler agagidaki tabloda
gOsterilmektedir
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Parametre Alt st
Ortalama | 25% |75% [2.5% [97.5% |95% |[95%
(ng/ml) GI |Gl

Pregnenoton || | | | | | | |

0.452

0.103  0.403 0.049 2.524 0.279 0.624

1.950 0236 1309 0175  9.032 0815  3.084

0.873 0203 0759 0111 4598 0475 1272 <0.0001
0.792 0305 0829 0151 2835 0549 1.034

0.618 0289 0930 0104 1544 0519 0716
P
pregnenolon

0.335 0.108 0.444 0049  1.084 0261 0410

1.435 0629 1.845 0270 4221 0940 1930

1.095 0284 1252 0053 5513 0660 1529 0.0001
1.003 0154 1484 0040 3585 0719 1286

0.854 0199 1260 0050  3.014 0598  1.110

ower | [ | { | | | [ |
1.212 0096 0776 0.0348 8544 0222  2.202

4.099 1072 5209 03924 1510 2395  5.803

1.968 0159 2968 0.0224 7928 1271 2.665 <0.0001
1.444 0423 1628 0.1589  7.052 0993  1.895

0.964 0290 1.088 0.0955 3777 0639  1.289
oweas | ([ | | | [ | | |
192.1 69.81 2836 3074 6598 1461  238.0

254.5 1088 2942 4670 8355 1710 3380

2335 9233 3122 2688 7184 1786 2884 <0.0001
175.7 7920 2501 2346 4824 1455 2059

76.89 3204 1057 6710 2098 59.79  93.98

| Androstenedion | | | (| | | | |
0.134 0036 0168 0002  0.698 0091 0177

0.247 0115 0287 0063 0650 0180  0.314

0136 0025 0192 0007 0580 0094 0.177

0.077 0011 0101 0003 0475 0047  0.106

0.043 0023 0056 0006 0110 0036 0050 <0.0001

Tablo 10-Androjenlerin yagslara gére persantil degerleri

Tam oOrnekler ayni kisiler tarafindan ayni sartlarda galisildigi icin spesifik
hastaliklara 6zgu olarak oranlar geligtirildi.

21 deoksikortizol ve 17 hidroksiprogesteron toplaminin kortizole orani
21 hidroksilaz eksikligi icin Onerdigimiz oran olup asagidaki tabloda yas
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gruplarina goére bu oranin hesaplan ortalama degerleri ve Ust alt limit

degerleri gorulmektedir.

3-7 glin 8-14 glin 15-28 gin 28-90 glin 91-180 glin
Minimum 0.0002359 10.003879 0.0002845  [0.00006534 0.0003608
25% Persentil 0.002398 10.01039 0.003445 0.0008438 0.002660
Medyan 0.008167 ]0.02357 0.01291 0.002921 0.004917
75% Persentil 0.03728  10.07487 0.05935 0.02289 0.009767
Maksimum 0.2101 0.2594 0.3384 0.2481 0.06088
Ortalama 0.02669  10.05286 0.04921 0.02075 0.008076
Std. Deviasyon 0.04375 10.06316 0.07244 0.04014 0.01013
Std. Hata 0.005512 10.01215 0.009768 0.004940 0.001228
Alt 95% gliven araligi 10.01567  |0.02788 0.02962 0.01088 0.005624
Ust 95% gliven arah@i [0.03771  [0.07785 0.06879 0.03062 0.01053

Tablo 11-21 hidroksiaz eksiklgi icin kullanilan 21-deoksikortizol ve
kortizole oraninin yasa gére persantil degerleri
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17-hidroksiprogesteron toplaminin

Sekil 50-21-deoksikortizol ve 17-hidroksiprogesteron toplaminin kortizole oranin yasa gére normal degerleri-

kutu grafik
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11 deoksikortizolin kortizole orani ise 11 beta hidroksilaz eksikligi igin
onerdigimiz oran olup asagidaki tabloda yasa gore hesaplanan ortalama

degerler ve ust alt limitler verilmigtir.

3-7 glin 8-14 glin 15-28 gin 28-90 glin 91-180 glin
Minimum 0.0006547 10.001578 0.002380 0.001431 0.0007318
25% Persentil 0.004338 ]0.002769 0.006931 0.004660 0.002042
Medyan 0.01461  10.009714 0.01815 0.008286 0.003521
75% Persentil 0.04754  10.02958 0.04690 0.01993 0.006418
Maksimum 0.1685 0.1247 0.1275 0.09227 0.01937
Ortalama 0.02908  10.01861 0.03315 0.01524 0.004525
Std. Deviasyon 0.03565  10.02530 0.03514 0.01610 0.003515
Std. Hata 0.004491 ]0.004869 0.004739 0.001981 0.0004263
Alt 95% gliven arahgi [0.02011  [0.008599 0.02365 0.01129 0.003674
Ust 95% gliven arahdi|0.03806  [0.02862 0.04265 0.01920 0.005376

Tablo 12- 11-beta hidroksilaz eksikligi icin kullanilan 11-deoksikortizoliin kortizole oraninin yasa gére
persantil degerleri
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Sekil 51- 11 deoksikortizoliin kortizole oraninin yasa gore normal degerleri-kutu grafik

Pregnenalon, 17 hidroksipregnenalon ve DHEA toplaminin progesteron, 17-
hidroksiprogesteron, androstenedion ve Kkortizol toplamina orani 3 beta
hidroksisteroid dehidrogenez (3-BHSD) enzim eksikligi i¢in dnerdigimiz oran

olup yasa gore degisen oranlar tabloda belirtilmigtir.
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3-7 glin 8-14 glin 15-28 gin 28-90 glin 91-180 glin

Minimum 0.003643 |0.05588 0.006623 0.01040 0.003766
25% Persentil 0.01553  |0.1353 0.05972 0.04450 0.01927
Medyan 0.05583  |0.1884 0.1568 0.1021 0.03453
75% Persentil 0.1278 0.3700 0.2851 0.1849 0.04481
Maksimum 0.8858 0.8638 0.9288 0.6659 0.2199
Ortalama 0.1038 0.2642 0.2401 0.1514 0.04124
Std. Deviasyon 0.1511 0.2057 0.2369 0.1502 0.03906
Std. Hata 0.01904  |0.03958 0.03194 0.01849 0.004737
Alt 95% gliven arahgi [0.06572  |0.1828 0.1760 0.1145 0.03179
Ust 95% giiven araligi|0.1418 0.3456 0.3041 0.1883 0.05070

Tablo 13- 3 BHSD eksikliginde kullanilan pregnonolon, 17-OH pregnenolon ve DHEA toplaminin progesteron,

17-OH progesteron, androstenedion ve kortizol toplamina oraninin yasa gére persantil degerleri
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Sekil ~ 52-  Pregnenolon, 17-OH pregnenolon ve DHEA toplaminin  progesteron, 17-OH

progesteron,androstenedion ve kortizol toplamina oraninin yasa gére normal degerleri-kutu grafik

Testesteronun dihidrotestesterona orani ise 5 alfa reduktaz eksikligi
igin 6nerdigimiz oran olup asagidaki tabloda yasa gore ortalama degerleri ve
ust alt limitleri belirtiimistir. Bu oranlarin yagla oranlari belirgin degiskenlik
gOstermektedir. Ancak 5 alfa reduktaz aktivitesinin daha ¢ok dokularda
bulundugu dusunulirse kanda hesaplanan oranlar 5 alfa reduktaz eksikligi
tanisinda yeterli olmayabilir.
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3-7 glin 8-14 glin 15-28 glin 28-90 glin 91-180 glin

Minimum 0.07229 0.2971 0.05263 0.1949 0.1317
25% Percentile 0.1293 2.612 0.1944 0.5783 1.813
Median 0.2750 4.558 2.026 2.831 4.990
75% Percentile 0.9518 11.36 11.67 20.55 15.73
Maksimum 5.800 19.19 40.32 43.79 48.90
Average 1.080 6.900 6.980 9.800 10.43
Std. Deviation 1.688 6.181 9.719 11.59 12.49
Std. error 0.3135 1.652 1.746 1.959 2.082

95% lower confidiental

interval 0.4382 3.331 3.415 5.819 6.204
95% upper|
confidiental interval 1.723 10.47 10.55 13.78 14.66

Tablo 14-5 alfa hidroksilaz eksikligi icin kullanilan testesteronun dihidrotestesterona oraninin yasa gére
persantil degerleri
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Sekil 53-Testesteronun dihrotestesterona oraninin yasa gére normal degerleri-kutu grafik
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5 TARTISMA

Steroid metabolizma bozuklugu olan hastalar hayati tehdit eden krizlerle
yenidogan ve erken sut ¢ocuklugu doneminde kliniklere bagvurabilecegi gibi
uzun yillar asemptomatik de kalabilir. Olimle sonuglanabilen bu hastaliklarin
tanisinda, adrenal korteksten salinan hormonlarin plazmada dogru bir
sekilde oOlgumu c¢ok oOnemlidir. Son yillarda steroid olgumunde referans
yontem olarak kulanilan LC/MSMS ayni anda birgok steroid hormonun
Olcimune olanak tanir ve oldukga hassas bir yontemdir. Biz de galismamizda
adrenal korteksten salinan 19 steroid hormonu es zamanli olarak Olgtuk ve
steroid hormon metabolizmasin en dinamik oldugu donem olan yenidogan ve
erken sut cocuklugu igin referans degerlerini belirlemeyi amacladik.
Literatirde ilk 6 ayda bu kadar fazla sayida saglikli gocukta ve bu kadar sik
araliklarla ve altin standart 6lgim yontemiyle referans deger belirleyen bagka
bir calisma bulunmamaktadir.

Biz calismamizda Pregnenolon, 17-OH pregnenolone, Progesteron,
17-OH progesterone, Kortikosteron, Aldosteron, 11 deoksikortizol, Kortizol,
Dihidroepiandrosteron (DHEA), dihidroepiandosteron sulfat (DHEA-S),
Androstenedion, Estrone, estradiol, Testesteron, 21 deoksikortizol, Kortizon,
Androsteron, 11 deoksikortikosteron, Dihidrotestesteron es zamanli olarak
calistik. Literatirde bUtin bu hormonlari es zamanh 0olgen bir calisma
bulunmamaktadir. Genel olarak ele alindiginda glukokortikoidlerden sadece
11 deoksikortizol ve kortizol kiz ve erkek arasinda anlamh farklhilik
gostermekteydi. Kizlarda 11-deoksikortizol ve kortizol dizeyleri daha yuksek
bulundu. Diger steroidlerde cinsiyetler arasinda anlamli farklilik bulunmadi ve
konstanstrasyonlari yasa gbére anlamh  farkliik  gdstermekteydi.
Mineralokortikoid duzeyleri muhtemelen yasla birlikte azalan renal tubuler
direng nedeniyle giderek azalmaktaydi. Adrenal androjenler ise gruplar
arasinda en c¢ok variabilte goOsteren steroid hormonlardi. Genellikle ilk
haftada en dusuk duzeyde bulunan androjenler yasamin ikinci haftasinda en
yuksek duzeye ulastiktan sonra altinci aya kadar muhtemelen fetal adrenal

zonun involusyonu nedeni ile giderek azalmaktaydi.
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Calismamiza birebir benzeyen bir galisma bulunmamakla birlikte
literatur incelendiginde steroid referanslarini belirlemek igin yapilan en genig
calisma Fiet ve arkadaslarinin 2017°de yaptigi ¢alisma olup 28 klasik KAH
tanili hasta, 2 tane 21-hidroksilaz digi KAH tanili hasta ve 149 KAH olmayan
yetigkinin yaninda 10 normal preterm ve 20 normal term bebekte es zamanli
olarak 16 steroid hormon LC-MS/MS yéntemi ile calisiimistir. 2’

Bizim c¢alismamizda 17-hidroksiprogesteron degerleri 0.001 ng/ml ile
1.563 ng/ml degerleri arasinda degismekteydi. Calismamizda bulunan
ortalama degerler ise 0.177 ng/ml ile 0.621 ng/ml arasinda degismekteydi.
En yUksek ortalama 8-14 gin grubunda bulundu. Fiet ve arkadaslarinin
(2017) calismasinda da benzer alt ve Ust degerler elde edilmis olup ortalama
deger calismamiza gore daha yiiksek bulunmustu.?’ Ancak bu calismadan
10 gunun altinda 20 term bebekten alinan 6rnegin c¢ahigildigi dusunulurse
aradaki farkin, fetal zonun involusyonundaki farkhligin kigiler arasinda
belirgin farkli oldugu bu donemdeki Ornek sayisinin az olmasi nedeniyle
olustugu dusunulebilir. Kulle ve arkadaslarinin (2013) te yaptigi calismada
17-hidroksiprogesteron degerleri 1 haftanin altindakilerde en yuksek iken 2
hafta- 2 ay ve 3-1 ay araliinda giderek azalmaktaydi®?

Calismamizda kortizol degerleri tum yas gruplari ele alindiginda 2,880
ng/ml ile 184 ng/ml arasinda degigsmekteydi. Fiet ve ark (2017) galigmasinda
da 10 gunun altindaki saghkh yenidoganlarda bulunan degerler
calismamizdaki 3-7 giin ve 8-14 giin grubu ile benzer dzelliktedir.?’

Progesteron  degerleri yaptigimiz gcaligmada yasla Dbirlikte
azalmaktadir. Kulle ve ark(2013) yaptigi ¢calismada ise ilk 1 yas igerisindeki
hastalar 1 hafta alti, 2 hafta 2 ay ve 3-11 ay olarak siniflandiriimis olup
calismamizdakine benzer sekilde progesteron degerinin yasla orantili olarak
azaldig gdsterilmistir. %

Caligsmamizda pregnanolon degerleri tim yas gruplari ele alindiginda
0,049 ng/ml ile 9,032 ng/ml deg@erleri arasinda degismekteydi. En ylUksek
degerler 8-14 gun grubunda saptanirken diger gruplarda yasla azalma
egilimindeydi. Magnisalli ve ark(2008) yaptigi c¢alismada 16-40 gln
araliginda bakilan degerler 9-15 gune gore daha yuksek bulunmustu. Bu
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calismada 9-15 gun araliginda 7 bebek, 16- 40 gun arahginda 9 erkek 10
erkek bebek toplamda 19 bebek galismaya alinmig ve calisma GC-MS ile
gerceklestiriimisti. Bu farklilik, hasta sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. %

Caligsmamizda benzer sekilde DHEA duzeyleri de 8-14 gun araliginda
en yuksek bulundu ve diger yaslarda giderek azalmaktaydi. Soldin ve
ark(2009) yenidogan ve 0-18 yas arasi 122 kisi arasinda yaptigi calismada
tek referans degeri verilmis olup bu durum o6rneklemin kigik olmasina
baglanmistir. Magnisalli ve arkadaglari ise ; pregnenalona benzer sekilde 16-
40 gun arahginda 9-15 gun araligina goére daha yuksek degerler elde
etmistir.

Androstenedion degerleri yaptigimiz calismada 8-14 gun araliginda en
yuksek degerlerde olup, yasla birlikte giderek azalmaktadir. Kyriakopolou ve
ark(2013) ise 0-19 yas arasinda 337 ¢ocukta LC/MSMS yontemi ile yaptiklari
calismada 14 gun-1 yas arasinda ilk 14 gune gore daha yuksek degerler
olgmuslerdir. Bu durum olasilikla orneklem araliginin ¢ok genig olmasina
baglidir. 2

6 SONUC

Steroidogenezin en degisken oldugu donem ilk 6 ay olup, bu déneme ait
normal degerlerin bilinmesi o6nemlidir. Bunun yaninda steroidogenez
bozukluguna sahip hastalarin buyuk bir kismi ilk 6 ayda Kliniklere
bagsvurmaktadir. Calismamizda kullandigimiz LC-MSMS  ydntemi, steroid
Olcimunde etkin bir yontemdir ve az miktarda plazma ile ve farkli zamanlarda
cesitli uyari testleri yapmadan , steroid metabolizmasina ve bu yolun
hastaliklarina iligkin olduk¢a spesifik batuncul bir bilgi saglar. Calismamizda
buldugumuz normatif degerlerin cinsiyet gelisim bozuklugu ve adrenal
yetmezlik acgisindan tetkik edilen hastalarin tanisina katki saglayacagini
dustinmekteyiz.
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