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OZET

Insanda baslica glukokortikoid hormon olan kortizol, stres ve anksiyeteye bagl olarak CRH ve ACTH artis1
sonrasinda uyarilir ve diurnal ritim gdsterir. Organizmanin strese yanitinin disinda, enerji metabolizmasi, lipit
Ve protein metabolizmast, anti inflamutuvar etkisi, tiroit fonksiyonlari, 16kositlerin fonksiyonu ve hareketi gibi
bircok yasamsal faaliyetlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Kortizol diizeyinin degismesi pek c¢ok
patolojik durumla iligkilidir. Tikiiriik de bulunan en 6nemli enzimlerden biri a-amilaz (sAA)’dir. Kortizol
disinda streste bakilan diger bir faktér sAA’dir. Amilaz yiyeceklerdeki karbonhidratlarin pargalanmasinda
gorev alir. Ayrica tiikiiriikte bulunan elektrolitler (Na*, K*, CI-, Mg*?, Ca*2 ve PO47) ile periodontal hastaliklar
gibi birgok hastaligin teshisi konulabilmektedir. Tikiiriikk gibi biyolojik sivilardaki Kkortizol ve sAA
diizeylerinin 6l¢iimii, geleneksel olarak ELIZA ve immunoassay yontemlerle gergeklestirilmektedir.
Kullanilan bu yéntemlerin pratik olmasi ve veriminin yiiksek olmasi avantajlarindandir. Ancak immunoassay
yontemlerinde kortizol 6l¢iimiinde sentetik glukokortikoidlerin interferansi bulunmaktadir. Bu sinirlamadan
dolay1 yeni bir yontem olarak bir biyosensor tasarlanmustir. Biyosensorler daha hizli, disiik maliyet ve yiiksek
algilamaya sahiptir. Bu ¢alismada geng erigkin bireylerde stresin olusturdugu metabolik degisikligin tiikiirik
kortizol ve amilaz diizeylerinin ii¢ farkli analitik yontem ile olgiilerek elde edilen degerlerin ve bu 6l¢iim
yontemlerinin tiikiirik numunesi kullanilarak stres biyokimyasinin degerlendirilmesinde birbirine olan
iistiinliiklerinin karsilastirilmas1 amaclandi. Kibris Saglik ve Toplum Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi 6grencileri geng erigkin birey grubunu olusturdu (n=23). Tiikiiriik 6rnekleri sabah 08.00-09.00
saatleri arasi, 6gle (sinav oncesi) 12.00 ve sinav sonrasi 14.00-15.00 saatleri arasinda toplanarak ilk 48 saat
icinde c¢alisildi, dondurma/¢ozdiirme yapilmadi. Tim Orneklerden kortizol diizeyleri Diametra-
Immunodiagnostic Systems marka Kortizol Saliva ELIZA kiti, kemiliiminesans prensibi ile ¢alisan
otoanalizor (Beckmann Coulter DxI 800) ve biyosensor yontemleriyle ¢alisildi. Hazirlanan biyosensor 6zelligi
Poly Hema-MAC modifiye altin elektrot iizerindeki kortizol spesifik antikor glutaraldehit ile ¢apraz
baglanmay1 igermektedir. Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda optimum antikor, nanopolimer ve glutaraldehit
derisimleri belirlendi. Karakterizasyon g¢alismalarinda tekrarlanabilirlik, dogrusal 6lgiim araligi ¢aligmalari
yapildi. Kortizol igin biyosensor 6lgiimleri 0,28 V’da elde edilen anodik pik ile diferansiyel puls voltametrisiyle
alinirken, amilaz icin biyosensér okumasi yapilamamistir. Bu c¢aligmada tiikiirik kortizol ve amilaz
diizeylerinin farkli yontemler ile Sl¢limii sonrasinda, yontemler arasindaki iliski incelenmistir. Biyosensor
yonteminin diisiik maliyet, hizli sonug, 6zgiilliik 6zellikleri dikkate alindiginda siklikla kullanilan ELIZA ve
otoanalizor yontemlerine gore, yiiksek algilama, bilgi gecerliligi yonleri ile alternatif analitik yontem olarak
sunabilecegimizi diisiinmekteyiz.
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ABSTRACT

Cortisol, the main glucocorticoid hormone in humans, is stimulated by stress and anxiety after CRH and ACTH
increase and shows diurnal rhythm. Apart from the response of the organism to stress, it plays a role in the
regulation of many vital activities such as energy metabolism, lipid and protein metabolism, antiinflammatory
effect, thyroid functions, function and movement of leukocytes. The change in cortisol level is associated with
many pathological conditions. One of the most important enzymes found in saliva is SAA (a-amylase). Another
factor that is observed in stress other than cortisol is SAA. Amylase is involved in the breakdown of
carbohydrates in foods. In addition, salivary electrolytes (Na*, K*, CI-, POs® Mg*?, Ca*?) wital many diseases
such as periodontal diseases can be diagnosed. The measurement of cortisol and sAA levels in biological fluids
such as saliva is traditionally performed by ELISA and immunoassays. The advantages of this method is that
it is practical and highly in efficienct. However, there is interference from synthetic glucorticoids in the
measurement of cortisol in immunoassay methods. Due to this limitation, a biosensor is designed as a new
method. Biosensors have a faster, lower cost and higher detection. In this study, it was aimed to compare the
values of the salivary cortisol and amylase levels of the metabolic changes caused by stress in young adults
individuals by using three different analytical methods and the advantages of these measurement methods in
the evaluation of stress biochemistry by using saliva samples. The students of the Faculty of Dentistry of the
Cyprus Health and Social Sciences University were formed the group of young adults individuals (n=23).
Saliva samples were collected between 08.00 and 09.00 am, noon at 12.00 and after the exam between 14.00-
15.00, during the first 48 hours, no freezing/thawing was done. Cortisol levels of all samples were studied by
Diametra-Immunodiagnostic Systems brand Cortizol Saliva ELISA kit, chemiluminescence principle working
with autoanalyzer (Beckmann Coulter DxI 800) and biosensor methods. In the prepared biosensor, the cortisol
specific antibody on the Poly Hema-MAC modified gold electrode is cross-linked with glutaraldehyde.
Optimum antibody, nanopolymer and glutaraldehyde concentrations were determined during optimization
studies. In the characterization studies, repeatability and linear measurement range studies were performed.
While biosensor measurements for cortisol were taken with anodic peak at 0.28 V and differential pulse
voltammetry, this method was not found to be appropriate because samples could bot be read for amylase. In
this study, the relationship between salivary cortisol and amylase levels and different methods was investigated.
Considering the low cost, fast results and specificity characteristics of the biosensor method, we suggest that
detection/information effectiveness as compared to conventional determination method ELISA, we can be
offered this technique as an alternative method.
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1. GIRIS

Tiikiiriigiin organizmadaki fizyolojik ve patolojik degisimlerin bir gostergesi olarak
kullanilmasi tarih 6ncesine dayanmasina ragmen; tanisal amaglar i¢in kullanilmasi fikri ilk
kez XX. ylizyilin ikinci yarisinda ortaya ¢ikmis olup, son 10 yilda gelisen teknoloji ile
birlikte bu fikir daha ¢ok kullanilir hale gelmistir [1, 2].

Tiikiiriik kolaylikla toplanmasi, elde edilme yonteminin ucuz olmasi, minimal enfeksiyon
riski tasimasi bakimindan ¢esitli hastaliklarin tanisinda ve tedavisinin degerlendirilmesinde
kullanilan siv1 olup stresin olusturdugu metabolik degisikligin incelenmesinde de 6nemli bir

biyolojik materyal olarak kullanilmaktadir [3, 4].

Ayrica ilaglar, hormon ve antikorlar tiikiirlikten giivenilir bir sekilde analiz edilebilir.
Bundan dolayn, tiikiiriik, tekrar gerektiren diger viicut sivilarinda 6zellikle kan aliminin kolay
olmadig1 durumlarda yararli oldugu diisiiniilmektedir. Tiikiiriik, ilag ve hormon derigimleri;
bir¢ok durumda serumdaki ilgili toplam derisimleri ile iyi korelasyon gostermektedir

[5,6,7,8,9].

Tiikiiriikte steroid hormonlarinin analizi yaygin olarak kullanilmakta olup toplanmasi kolay

oldugu i¢in diger numune toplanma sekillerine gore stressiz bir sekilde yapilmaktadir [10].

Tikiirik antikor seviyeleri bulasict hastaliklarin  belirlenmesinde kullanilabilir [11].
Hepatit A, B ve C, kizamik, gibi enfeksiyonlarin belirlenmesinde tiikiiriik analizleri de
kullanilmaktadir [12, 13]. Ayrica tiikiiriik uygun bir konak ve mikrobiyal DNA kaynagidir
[14].

Tiikiiriik, ayn1 zamanda ilaglarin farmakokinetik ¢aligmalarinda ve ¢esitli klinik durumlarda
terapotik ilag izlemesinde de kullanilmaktadir. Tiikiiriikte bulunan ilag seviyeleri plazmada

serbest ve proteine bagli olmayan kismi yansitmaktadir [12].

Lipidlerin ¢oziiniirliigi, tikiriikte ilaglarin atiliminda belirleyici bir faktordiir [15]. Tikiirtik
akis hizi, pH, Ornekleme kosullari, kirlenme ve diger bir¢ok patofizyolojik faktorler

tiikiiriikteki ila¢ derisimlerini etkileyebilmektedir.



Tikiiriigiin sodyum (Na*) ve potasyum (K*) derisimleri kortikosteroidlerden, o6zellikle
aldosterondan belirgin bir sekilde etkilenir. Uyarilmus tiikiiriigiin Na* / K* orani, Cushing

sendromunun ve Addison hastaliginin tanisinda kullanilabilir.

Stres, bireyler iizerinde etki yapan ve davraniglarinin degismesine neden olmakla birlikte
fazla strese maruz kalindiginda zarar verici etkileri olan bir durumdur [16]. Stres algisi
olusan durumlarda etkilenen bireyin viicudunda bazi 6zel biyokimyasal degismeler meydana
gelmektedir. Bu alginin olustugu durumlarda tiikiirik kortizol hormonunun ve a-amilaz

enzim aktivitesinin arttig1 ve salgilanmasinin degistigi bilinmektedir [17, 18, 19, 20, 21].

Kortizol, kanda, tiikiiriikte saptanabilen, bobrek {istii bezlerinden salgilanan viicudun strese
kars1 gosterdigi tepkiyle iliskili bir hormondur. Kortizoliin karbonhidrat metabolizmasi, yag
dokusunda yag asitlerinin mobilizasyonunda, protein katabolizmasi1 ve sentezinde,
antiinflamatuvar etkisi gibi bircok 6nemli fonksiyonu vardir. Kortizol bir¢cok hastaligin

tanisinda da 6nemli bir parametredir [22].

Hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen (HPA) viicut stres sistemi olarak bilinmektedir.
Hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi ve i¢ ortamin dengesini korumasi i¢in tasarlanmistir.
Ayn1 zamanda kortizol varhiginda stres ile ilgili diger hormonlarin seviyelerini

diizenlemektedir [23, 24, 25, 26].

Otonom sinir sisteminin aktivasyonu sonucunda tiikiiriik bezlerinden salinan a-amilaz

nisastay1 parcalayan bir enzimdir [27].

Fiziksel, sosyal ve psikolojik stres etmenleri (stresorler) tiikiiriik kortizol hormonunun ve

a-amilaz enziminin stres ile olan iligkisinin gosterilmesinde kullanilmaktadir [18,19,22].

Dis Hekimligi uygulamalarinda hastalik ve saglik durumunun degerlendirmesinde tiikiiriik
orneklerinden yapilan analizler deger tasimaktadir. Tiikiiriik analizinin serum sonuglari ile
birlikte degerlendirilebilmesi ise klinik ¢alismalar da ve yeni biyobelirte¢ tanimlama

caligmalarinda 6ne ¢ikmaktadir.

Tiikiirtik kortizol dl¢limii, adrenokortikal sistemin invaziv olmayan bir sekilde izlenmesini

saglarken, a-amilaz enzimi de stresin invaziv olmayan olglimiinde bir indikator olarak



kullanilmaktadir. Bu nedenle son yillarda stres arastirmasinda kortizol hormonu ve a-amilaz
enzimi kilit bir ara¢ haline gelmistir. Geleneksel olarak rutin laboratuvarlarinda
immunoassayler, antikor bazli yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler bazi
girisimlerden etkilenmekte ve bazi simirlamalar1 bulunmaktadir. Tiim bunlar yeni bir
yontemin gelistirilmesine 11k tutmaktadir. Bu yontem, kortizol hormonunu ve o-amilaz
enzimini 6lgmek i¢in yeni bir biyosensor gelistirmektir. Biyosensor, kortizol ve a-amilaz

Ol¢timiinde interferansi azaltir, daha ucuz ve daha hizli sonuglar vermektedir.

Mevcut tez c¢aligmasinda tiikiiriik biyokimyasal igeriginin belirlenmesinde stresin
olusturdugu biyokimyasal degisikliklerin geng eriskin bireylerde ve farkli stres ortamlarinda
degerlendirilmesi  amaclanmaktadir.  Tiikiirik  Orneklerinden  yapilacak  standart
biyokimyasal analizlerin biyosensor teknigine uyarlanmasi ve sonuglarin karsilastirilmasi

saglanacaktir.

Ayrica geng eriskin bireylerde stres Oncesi ve stres sonrasi tikiirik de metabolik
biyobelirteglerin diizeyi farkli biyokimyasal yontemler ile belirlenerek gruplar arasindaki
farkliliklar tespit edilecektir. Tikiiriik biyokimyasal igerigi tanimlanabilecek ve

biyobelirte¢lerin diizeyleri karsilastirilarak degerlendirilecektir.

Yontem karsilastirma calismalarinda gelistirilen yeni yontemde olabilecek hatalarin
saptanmast ve elde ettigimiz sonuglara gore yontemin performansinin yeterli olup
olmadigina karar verilmesi i¢in karakterizasyon ¢aligsmasi yapilacaktir. Kortizol, amilaz ve
elektrolitlerin diizeylerinin belirlenmesi bir¢ok hastaligin tanisinda da kullanildigr igin
gelistirilen yontemin oOzgiilliiglinlin ve duyarlilifinin yliksek olmasi gerekmektedir.
Kullanilacak biyosensor tekniginin ucuz ve kolay bir uygulama olmasi énemlidir. Biyolojik
ve sentetik siiregleri izlenebilme ve anlasilabilme olanagi saglayan biyosensorler, tibbi
Ol¢lim ve analizlerinde gilinlimiizde O6nemli bir role sahip olmaktadir. Ayrica tiikiiriik
materyalinin invaziv olmayan Ornek toplama sistemi olmasi, daha kolay elde edilebilir

olmasi yapilan analizlerin sayisini arttirmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiikiiriik

Sindirimde rolii olan ve yapisinda birden fazla fonksiyonel immiin maddeyi igeren tiikiiriik
oral kavite (agiz boslugu) ve organizma igin énemli bir akiskandir. Tiikiiriik, ti¢ ana (biiytik)
ve ¢ok sayida kiigiik tiikiiriik bezlerinden salgilanarak {iiretilen bir sivi olup agizboslugunun
homeostazini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Toplanan biitiin tiikiirtik, diseti olugu
stvisinin yani sira oral, nazal ve mukozal transiidati iceren akiskanlardan daha karmasik bir

karisima sahiptir [28].

Tiikiirtik kompozisyonu ve salgilanmasi tiikiiriiglin salgilandig1 glandin (bezin) yani sira
hidratasyon, ¢igneme, agiz hijyeni, bireyin yasi, cinsiyeti ve uyarici faktor tipine baghdir
[22, 29, 30]. insan tiikiiriigii iki ana bilesenden olusmaktadir. Tiikiiriigiin %94-99‘u sudan
olusur, ancak onemli bir kismi1 proteinlerden (6zellikle glikoproteinler) ve lipidlerden olusur.
Tiikiirtik ayrica karbonhidratlar, tuzlar bakimindan zengindir ve protein niteliginde olmayan
azot (NPN) (iire, iirik asit, amino asitler ve kreatinin) igerir. Ek olarak tiikiiriikkte oral
bakteriler ve metabolitleri, deskuame epitel ve kan hiicreleri, yiyecek artiklar1 ve cesitli
kimyasal iirlinler de bulunmaktadir [7]. Tikiiriik, renksiz, seffaf ve fizyolojik pH degeri
6,2-7,4 arasindadir [22]. Yetigkinler, %80' gida alimina baglh olarak giinde yaklasik 0,5-
1,5 litre tikiiriik salgilarlar. Tikiirigiin salgilanmasi otonom sinir sistemi tarafindan

kontrol edilir [17].

Tiikdrik, viicudun mevcut fizyolojik durumunu yansitabildigi i¢in “organizmanin sagliginin
aynas1” olarak adlandirilmaktadir. Zengin igeriginden dolayr hastaliklarin tanisinda ya da
tedavi siirecinde viicudun verdigi yanitin takibinde kullanilabilecek bir aragtir [27]. Ayrica
tikiirtiglin salg1 yapisinda meydana gelen niceliksel ve niteliksel degisimler ¢esitli agiz ve
sistemik hastaliklardan da kaynaklanabilmektedir, 6rnegin; Alzheimer hastaligi, diyabet,

kistik fibroz ve onkolojik hastaliklar (6zellikle bas ve boyun tiimorleri).

Tiikiiriigiin ana rolii, ¢esitli zararli mekanik, biyolojik ve kimyasal uyaranlara kars1 disler ve
oral mukoza i¢in koruyucu bir ortam olusturmaktir. Ayrica, tiikiiriik besin sindiriminin ilk

asamasinda yer alir ve lezzet algisina katilmaktadir.



2.2. Tiikiiriik Akis

2.2.1. Tikiirik bezlerinin anatomisi

Tikirik bezi, bag ve boyun bolgemize yerlesmis, iirettigi sindirime yardimci salgiy
(tiikiirtik) 6zel kanallarla bagli oldugu agiz, bogaz, farinks, burun, siniis gibi bolgelere
bosaltan organdir. Yiiziimiizde sag ve sol tarafta {icer tane olmak iizere alt1 biiyiik tiikiiriik
bezi yani sira mukoza icerisinde bulunan yiizlerce kiigiik (mikroskobik) tiikiiriik bezi

bulunmaktadir [31, 32, 33, 34, 35].

Submandibuler, sublingual ve parotis olmak tizere tig ¢ift tiikiiriik bezi vardir [31, 36].

Parotis bezi
Dil

Sublingual bez
Submandibuler bez

Sekil 2.1. Submandibuler, sublingual ve parotis tiikiiriik bezlerinin anatomik olarak

gosterimi



Submandibuler (¢ene alti) tiikiiriik bezi: En ¢ok salgi (%70) yapan tiikiiriik bezidir. Mikst
bir bezdir. Kesitlerde ser6z salgi yapan hiicrelerin etrafindaki miikoz hiicreler Gianuzzi

(serdz) yarimaylari goriiniimii olugturmaktadir. Salgisint Wharton kanali ile bosaltmaktadir.

Sublingual (dil alt1) tiikiiriik bezi: Salginin %5’ini yapan en kiigiik major mikst bir bezdir.
Fakat miik6z salgis1 daha fazladir. 7-12 adet Rivinus kanalciklart ile mukozaya ayr1 ayri

acilir. En distalde Wharton kanalina agilan bir Bartholin kanal1 da bulunmaktadir.

Sekil 2.2. Submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezlerinin anatomisi



Parotis (kulak 6nii) tiikiiriik bezi: Tiim salginin %25’ini yapan biiylik oranda yag dokusu
iceren en biiylik tiikiiriik bezidir. Yiiz mimik hareketlerimizi yapmamizi saglayan fasiyal

sinir parotis tiikiiriik bezinin i¢inden gegmektedir. Salgisint Stenon kanali ile bosaltir.

Parotis tiikiiriik bezi

Buksinator ¢igneme kasi

s ikﬁk_-;_,_~ ;444&7 Masseter kasi
-’

Fasiyal siniri

Sekil 2.3. Parotis tiikiiriik bezinin anatomisi



Mindr (kiiciik) tiikiiriik bezlerinin sayilari ortalama 600-1000 arasinda olup bulunduklari
bolgelere gore adlandirilmaktadir (bukkal, palatin, lingual bez gibi). Dis eti ve sert damagin
on kismi hari¢ agiz i¢inin her tarafinda mukoza altinda kiiciik salgi topluluklar1 halinde
bulunur ve kisa kanallarla agiz bosluguna direkt olarak acilmaktadir. Kiigiik tiikiiriik bezleri

palatin (saf miikdz) ve lingual (saf ser6z) disinda mikst bezlerdir [37].

Sekil 2.4. Tiikiiriik bezlerinin hiicresel yapist

Tiikdiriik bezinin caligmasi asiner hiicreler ad1 verilen salgi bezlerinin salgi ug kisimlarindan
ve duktus interkalaris adli kiibik hiicreli epitele sahip bir kanaldan olusur. Siv1 ilk 6nce dar
limen ve kiibik hiicreli epitelden olusan kanallardan gecer. Ardindan, salgilar, mitokondri
ile silindirik hiicrelerin siralandig: ¢izgili kanallara girer. Son olarak tiikiiriik, hiicre tipinin

tabakali skuamoz epitel ile kiibik oldugu bosaltim kanallarindan geger [38].



2.3. Tiikiiriik Salgilanmasi

Tiikiiriigiin salgilanmas1 bir¢cok faktore bagli olup otonom sinir sisteminin kontrolii

altindadir. Salgilanma olayi ii¢ yolla meydana gelmektedir. Bu yollar [31];

e Sefalik faz

Salgilanma yiyeceklerin diisiiniilmesi ve kokularinin duyulmasi ile baslamaktadir. Beyin
korteksinden ¢ikan impulslar, salgi merkezini uyararak tiikiiriglin salgilanmasina neden

olmaktadir.

e Bukkal faz

Agizdaki tat alma duyularinin uyarilmasi ile baslamaktadir. Yiyeceklerin agiza alindiktan
sonra mukoza ile yaptiklari fiziksel ve kimyasal uyaranlar, afferent yollar ile salg1 merkezine

ulasmaktadir.

e Gastrointestinal faz

Mide ve iist sindirim sisteminde meydana gelen refleskler ile uyarilmaktadir. Irritan
maddelerin yutulmasi ile refleskler kuvvetlenmeye baslamaktadir. Bu maddelerin etkisini

tiikkiirtik, sulandirarak ya da nétralize ederek onlemektedir.

2.4. Tiikiiriikte Bulunan Biyobelirtecler

Tiikiirtik, oral mukoza ve dental sagligin korunmasinda 6nemi bir rol oynamasinin yanisira
viicuttaki fizyolojik ve patolojik degisikliklerin belirlenmesinde ve periodontal hastaliklarda

kullanilan biyobelirtegleri igeren bir akiskandir [39].

Sistemik hastaliklarla beraber periodontal hastaliklarin tespitinde kullanilan biyobelirtecler
mikrobiyal dental film bilesimini degistirmekte ve inflamatuvar yanitin degismesine neden

olan farkli mekanizmalarla periodontal hastalig tetiklemektedir [42].
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Son yillarda insanlarda depresyon gibi stres kosullarini degerlendirmek igin tiikiiriik
biyobelirteglerinin kullanimi1 6nem kazanmaktadir. Stres, HPA ekseni ve sempatik sinir
sistemi tarafindan uyarilmaktadir. Ayrica periodontal tani igin calisilan biyobelirtegler

hormonlar, fenotipik belirtegler, konak orijinli proteinlerdir [43, 44].

Tiikiiriik biyobelirtegleri ile periodontal hastaliklarin teshisinde kullanilan biyobelirtegler
Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de verilmektedir [2, 39, 40, 41].

Cizelge 2.1. Tiikiiriik biyobelirtecleri ve kullanim alanlari

Hiicresel materyal

Metabolitler

Ilaglar ve metabolitleri

Proteinler

Virus-bakteri

Miisin-glikoproteinler




Cizelge 2.2. Periodontal hastaliklarin teshisinde kullanilan biyobelirtecler

11

* Elastaz Kitinaz Alanin aminopeptidaz ~ ALT

* Amilaz Katepsin-G Kollejenaz-2 AST

* Dipeptidilpeptidaz MMP-8 Miyeloperoksidaz Alkalen fosfataz

* Lizozim Avrjinaz B-glukuronidaz
\

« Laktoferrin Neopterin C-reaktif protein ag-antitripsin IL-1B

« Fibronektin Keratin Kompleman C3 TNF-a Osteokalsin

» Albumin EGF IL-6 TIMP-1 Osteoprotegerin

Proteinler « Sistatinler Defensin-1 ap- makroglobulin IL-8 RANKL

J
\

*IgA

*1gG

. *IgM
Immunoglobulinler )

\

+ Kondroitin siilfat Hiyaliironik asit

* Nitrit Kortizol

« Urat Platelet aktive edici faktor

* Askorbat )

Insanda, &zellikle depresyon gibi stres kosullarmi degerlendirmek icin tiikiiriik stres

belirtecleri kullanilmaktadir [45]. Bunlar;

e Kromogranin A

Granin ailesini olusturan protein ve polipeptitler, endokrin ve néroendokrin dokularda ve
sinir sisteminde sekretuvar graniiller iginde bulunmaktadir. Submandibuler bezlerin seréz ve
duktal hiicrelerinin yani sira néroendokrin hiicreler iginde bulunan ve bu hiicreler tarafindan
saliman 439 aminoasitten olusan glikozilasyon veya fosforilasyona bagli olarak molekiil
agirlig1 48-60 kDa arasinda degisen bir proteindir [46]. Tiikiiriik CgA diizeyleri genellikle
sabah saatlerinde yiikselmektedir ve giin i¢erisinde stabil kalmaktadir. Agiz kurulugu, kavga
gibi strese maruz kaliman durumlarda tiikiiriikte CgA diizeylerinin arttigi, stres giderici

durumlarda ise CgA diizeyinin diistigi gézlenmistir [47, 48].
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e Beta Endorfin

3-endorfin genel olarak memeliler ve diger omurgalilarda 31 aminoasitten olusan yaklasik
4000 dalton molekill agirliginda, bir polipeptiddir. Meperidin ve morfin gibi benzer
ozellikler gosteren viicudun dogal agr1 kesicileridir. Endojen opioidler tarafindan stres

durumu engellenmektedir [49, 50].

e Immunoglobulin A

Tiikiirik salgilanmasinda mikroorganizmalarin mukoza hiicrelerine baglanmasini
onlemektedir. Uzun siire strese maruz kalmak IgA fonksiyonunu engelleyerek immun

yanitin azalmasina neden olmaktadir [51, 52].

e Noropeptitler

Santral sinir sisteminde bulunurlar. Vazodilatasyon ve norojenik inflamasyonda énemli role
sahiptirler. Santral sinir sistemini uyararak HPA eksenini etkilemektedirler. Proinflamatuvar

sitokinin tiretiminin artmasinda ve IFN-y iiretiminin sinirlandirilmasinda 6nemli rol oynarlar

[53].

e Katekolaminler

Santral sinir sisteminden immiin sisteme bilgi aktaran ve strese kars1 yanitta onemli olan
molekiillerdir. Stres tiikiiriikte bulunan katekolaminlerin salgilanmasinin artmasina ve

otonom sinir sistemine iletilen yanitlarin olusmasina neden olmaktadir [55].

e Dehidroepiandrosteron

Depresyon gibi stres durumlarinda dehidroepiandrosteronun (DHEA) kullanilabilir bir
biyobelirtecidir. Uzun siireli strese maruz kalindiginda DHEA diizeyinde azalma meydana
gelmektedir. Akut stres durumunda ise DHEA diizeyinde artis meydana gelerek bu siirede

koruyucu rol oynamaktadir ve kortizol ile arasinda ters bir iliski s6z konusudur [56].
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2.5. Tiikiiriikte Bulunan Iyonlar

Tiikiiriik igerisinde elektrolitler bulunmaktadir. Bu elektrolitler, kalsiyum (Ca*?),
sodyum (Na'), bikarbonat (HCOg), kloriir (Cl), floriir (F), fosfat (POs?3),
magnezyum (Mg*?), iyot (I") ve tiyosiyanat (SCN")’tir [57, 58].

Sodyum ve potasyum tiikiiriiglin hiicre membranindan geg¢isini saglayan osmotik etkiye
sahip iyonlardir. Sodyum ve potasyumun derisimleri lizerine tiikiirtiglin akis hizinin etkisi

vardir. Sodyum bikarbonatin karsiti iken, potasyum fosfatin karsitidir.

Kloriir iyonu elektrik nétralizasyonunu korumaktadir. Tiikiiriik amilazin1 aktive eder.
Tikiirtik derisimi 17-29 mM’dir. Aynm1 zamanda sodyum (Na®), potasyum (K*) ve

kloriir (CI') tiikiiriigiin iyonik giiclinii korumaktadir.

Bikarbonat, tiikiiriikte bulunan baslica tampondur. Akis hizi ne kadar fazla olursa yanifazla
uyarilirsa bikarbonat derisimini de plazma derisimine o kadar yaklasmaktadir. Hidrojen
iyonu alarak bikarbonat, karbonik asidi olusturur. En 6nemli tamponlama sistemi de

karbonik asit/ bikarbonattir.

Floriir iyonu, biitiin tiikiiriikte ¢ok diisiik derisimlerde bulunur (aralik = 0,001-0,005 mM).
Flortir, HAP kafes yapisindaki (OH) yerini alarak stabilitesini arttirir ve asit ¢oziinmesini
onler. Remineralizasyonda en Onemli iyondur. Ayni1 zamanda biyofilm {izerinde asit
olusumunu azaltir. Yedigimiz baz1 yiyecekler, igme sular1 ve dis macunlarinda aldigimiz

floriir miktar1 tiikiirtikteki floriir derisimini etkilemektedir.

Kalsiyum, major tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanmakatadir. Tiikiirtik kalsiyum baglayan
proteinlerle kompleks olustururlar. En 6nemli goérevi hidroksiapatit i¢in iyonik {irlin

olusturmaktadir. Tiikiiriik derisimi 1-2 mM’dir.

Fosfat, 6zellikle uyarilmamus tiikiiriikte tampon gorevi goriir. Tikiriik diizeyi 2-23 mM’dir.

Hidroksiapatitin iyonik tirlintiniin siirdiiriilmesinde 6zellikle nemlidir.

Ayrica her bir tiikiiriik bezindeki kalsiyum ve fosfat derigimi farklidir. Tiikiiriik de bulunan

kalsiyum ve fosfat derisimleri akis hizin1 ve pH etkilemektedir.
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Magnezyum, dis minesinin yapist i¢in 6énemli bir iyondur. Ciiriik olusumunun erken

donemlerinde dis minesinden magnezyum (Mg*?) uzaklasmasi ile mine ¢dziinmeye baslar.

Ayrica egzersizin tlikiiriik elektrolitleri lizerine etkisi arastirilmistir. Egzersizin magnezyum
(Mg*?) salgilanmasini artirmasi sempatik sinirlerin aktivasyonu sonucu meydana geldigi
ileri siiriilmiistiir. Kalsiyum (Ca*?) ve sodyum (Na*) sekresyonu ise degismemektedir. Bu da

tiikiirtik elektrolitlerinin farkli sekresyon mekanizmalar1 oldugunu gostermektedir [59] .
Tiyosiyanat iyonu antibakteriyel 6zellige sahiptir.

2.5.1. Tiikiiriik icine iyonlarin sekresyonu (salgilanmasi)

Tiikiiriik sekresyonunun mekanizmasi iki asamada siniflandirilir. Bunlar;

I.  Birincil (primer) ve

II.  Ikincil (sekonder) sekresyondur.

Birincil (primer) tiikiiriik sekresyonu, ayni zamanda salgi son pargalari olarak da bilinen
asiner hiicrelerde meydana gelirken, duktal hiicreler, ikincil (sekonder) tiikiiriik sekresyonu
olarak adlandirilan nihai siviyi tiretmek igin primer sekresyon ve elektrolit kompozisyonunu
degistirmeye yardimei olur. Sodyum potasyum pompasi (Na*/ K*/ ATPaz), Na*/ K"/ 2Cl -
kotransporter (NKCC1), bazolateral membranda eksprese edilen Ca*? aktiflestirilmis K*
kanallar1 ve salg hiicrelerinin apikal membraninda lokalize edilmis Ca*? aktiflestirilmis CI°

kanallar1 gibi iyon tasiyicilart salgilama mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar (Sekil 2.5)

[60].
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Sekil 2.5. Tiikiiriik sekresyonunun sematik gosterimi (Kashi Raj Bhattarai, Raghupatil
Junjappa, Mallikarjun Handigund, Hyung-Ryong Kim-JungChae (2018). The
imprint of salivary secretion in autoimmune disorders and related pathological

conditions. Autoimmunity Reviews.Volume 17, Issue 4, Pages 376-390).

Tiikiirtiglin asiner hiicrelerden ¢ikarak kanallardaki modifikasyonu; porlardan gegis, aktif-
pasif transportlar venpinositoz gibi mekanizmalarla gerceklesir. Tiikiiriik bezi dokusunda
interkalar kanallar primer tiikiirtigii iletir, oradan c¢izgili kanallar tiikiirigii alir ve en son
bosaltim kanallarindan ag1z i¢ine salgilanma gergeklesir. Asiner hiicrelerde iiretilen primer
tiikiiriik NaCl bakimmdan zengin izotonik siv1 igerir. Primer tiikiiriik modifiye edilerek
degistirilir ve NaCl’ii absorbe eder. K* ve HCOs" salgilayarak hipotonik tiikiiriigii (ikincil
sekresyon) serbest biraktig1 duktal hiicrelere tasir [61].
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25.2. Akis iz

Tiikiiriik bezlerinin parankimini ve salg1 yapisini etkileyen faktorlerden biri de akis hizidir.

Tiikiirtik akis hiz1 uyarilmis ve uyarilmamis olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

Uyartlmamis biitlin tiikiiriik, ¢igneme gibi dissal uyaricilarin yoklugunda agzina giren
salgilarin karigimidir. Uyarilmamis (stimiile edilmemis) tiikiiriigiin %65°1 submandibular
bezden, %20’si parotisden ve %2-7 sublingual bezden ve kiiciik salgi bezlerinden de
%10°dan az kismu salgilanir. Giiniin biiylik bir boliimiinde bu salgi agzimizda bulunur ve
burada bulunan dokularin korunmasini saglar. Uyarilmamis akis hizi bazal akig hizinm
yansitmaktadir. Saglikli bireylerde uyarilmamus tiikiiriik akis hizi uyanik durumda 0,25-
0,35 mL/dk arahigindadir. Ancak kosullara ve zamana goére biiylikk varyasyon
gostermektedir. Normal aralik oldukg¢a genistir (0,1- 0,5 mL/dk). Araligin genis olmasindan
dolay1 hiposalivasyon teshisini koymak zorlasmaktadir [28, 58, 62, 63].

Uyarilmamis akis hizlarinda cinsiyetler arasinda onemli bir fark vardir. Uyarilmamis
tikiirtik akis hizini etkileyen faktorler; hidrasyon derecesi, viicut pozisyonu, 1s1§a maruz
kalma, onceki stimiilasyon, sirkadiyen ritimler, sirkannal ritimler ve ilaclardir. Daha az

onemli faktorler ise yas, viicut agirhigy, psisik etkiler ve fonksiyonel stimiilasyondur [62, 63].

Tiikiiriik akis hizin1 etkileyen en 6nemli faktor hidrasyondur. Viicudun yaklasik olarak

3,5 litre s1v1 kaybetmesi yani su igerigi %8 azaldiginda, tiikiiriik salgis1 durur.

Tikiiriik akis hizlari; ayakta, otururken ve yatarken degisiklik gostermektedir. Bu nedenle

tikiirtik 6rnegi alindig1 sirada bireyin oturuyor olmasi standardize edilmistir.

Tiikiiriik akis hiz1 sirkadiyen ritim gostermektedir ve bu nedenden dolayi tiikiiriik drnegi
almirken her zaman aymi saatte alinmalidir. Uyarilmamis tiikiiriik akis hiz1 uykuda iyice
diiserken, sabah saat 04:00 civarinda bu hiz sifira yaklagmaktadir. Giindiiz ise 17:00-18:00
saatleri arasinda en yliksektir. Ag1z saglig1 acisindan bu sirkadiyen ritim olduk¢a dnemlidir
ciinkii; gece tiikiirtik salgisi azaldig igin, tiikiirtigin koruyucu hizi minumuma iner. Boylece

gece 00:00-08:00 saatleri arasi ¢iiriik olusumu i¢in en uygun zaman dilimidir [63].
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Uyarilmis tiikiiriik, ¢igneme, uyarici ya da kusma merkezinin aktivasyonu gibi diger daha az
yaygin uyaricilara cevap olarak salgilanir. Uyarilmis (stimiile edilmis) tiikiiriigiin %50’si
parotisden ve diger bezlerden olugsmaktadir. Erkekler kadinlardan daha yiiksek tiikiiriik akis
hizina sahiptir. Uyarilmis tiikiiriik bezlerindeki ortalama akis hizi 1,5 mL/dk olmalidir
[28, 58, 62].

Uyarilmis tiikiirik akisini etkileyen faktorler; uyarici, kusma, sigara igme, bez biiytikligi,

tikag refleksi, koku alma, tek tarafli uyarma ve besin alimidir [62].

Tiikiirtik pH’s1 akig hizina bagh degisiklik gosterir (Geng bireylerin tiikiirik pH’s1 az da olsa
alkalidir). Genelde tiikiiriik akis hizinin artmasi pH degerini ytikseltir.

Uyar baslangici 1 mL/dk

7.4 —

7.0 —

66— Uyarilmamis 0,25 mL/dk

6.2 —

!
!
!
> !
5.8 — = L5
|

0 5 10 IS 20 25
Zaman (dakika)

Sekil 2.6. Tiikiiriik akis hizinin pH tizerine etkisi

(https://www.slideshare.net/Germainintwali/saliva-biochemistry).


http://www.slideshare.net/GermainIntwali/saliva-biochemistry)

18
2.5.3. Tiikiiriik tamponlama kapasitesi

Tiikiirik tamponlama kapasitesi, tiikiirik ve plaktaki pH seviyesinin korunmasinda
onemlidir. Tamponlar asidojenik bakterilerin iirettigi asitleri notralize ederek dis minesi
demineralizasyonunu engeller. Uyarilmamis ve uyarilmis biitiin tikiiriglin tampon

kapasitesi, li¢ ana tampon sistemini igerir [63,64].

Tiikiiriik proteinlerinin igerdigi (-) yiiklii kalintilar tampon gorevi goriir. Tiikiriik peptidi

sialin, fermente karbonhidrat sonrasi film tabakasi pH degerini yiikseltir.

Tiikiirtikteki en 6nemli tamponlama sistemi, karbonik asit/bikarbonat sistemidir [25].

Karbonik asit/bikarbonat dengesi asagidaki gibidir:

HCO's + H' ) H,CO; M) H,0 + CO;
pH =pK +log [HCO3 /[HLO }

pK= 6,1 [H2CO3] = 1,2 mmol/L’dir. Tiikiiriik akisindan bagimsizdirlar. [HCO3] = Tiikiiriik
akisina bagimlidir. Eger [HCO3] = [H2COz3] ise pH=6,1 olur. Diger taraftan [HCO3] = 10
kat artip 12 mmol/L olursa pH =7,1 olarak hesaplanir.

Artan karbonik asit derisimi tiikiiriikten daha fazla karbon dioksit sizmasina neden olur.
Tiikiiriik bikarbonat, 6zellikle uyarilma sirasinda tiikiirigin pH ve tampon kapasitesini
arttirir.  Bikarbonat derisimi, sekresyon hizina kuvvetle baghdir. Bikarbonat, tampon
kapasitesinin temel belirleyicisi oldugundan, pH, sekresyon hiz1 ve tiikiiriik tamponlama

kapasitesi arasinda bir iligki vardir [64].

Ikinci tamponlama sistemi, diisiik akis hizinda tampon kapasitesine bir dlciide katkida
bulunan fosfat sistemidir. inorganik fosfatin tamponlama etkisinin mekanizmasi, ikincil
fosfat iyonu olan HPO4?1n, bir hidrojen iyonunu baglayabilmesi ve bir H2PO4™ iyonunu

olusturabilmesidir.

HPO,2 + H* mmmmms) H,POs
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Uciincii tamponlama sistemi, protein sistemidir. Diisiik pH araliginda, tiikiiriigiin
tamponlama kapasitesi, H-baglanma bolgelerini igeren makromolekiillerden (proteinler)
kaynaklanmaktadir [65].

Tiikiirtik tampon kapasitesini 6lgmek icin yag altinda titrasyon, havaya agikken titrasyon ve
CO: ile titrasyon dahil ¢esitli yontemler kullanilmistir [64]. Farkli ¢alismalarda tampon
kapasitesi icin elde edilen degerler karsilastirilamaz. Bununla birlikte, uyarilmamus tiikiiriik
icin 3,5'in altinda ve uyarilmus tiikiiriik i¢in 4,0'n altindaki nihai pH'lerin diistik oldugu kabul
edilir [65]. Pratik agidan, Dis Hekimligi uygulamalarinda tamponlama kapasitesini
degerlendirmek i¢in Dentobuff yontemi gelistirilmistir. Gosterge kagidindaki renk
degisikligine bagli olarak, tamponlama kapasitesi bir renk semasi ile karsilastirilarak

degerlendirilir.

2.6. Tukiiriik Vizkozitesi

Tiikiirtigiin kayganlastirict etkisi agiz sagligi i¢in dnemlidir. Yutma ve yemek yerken dilin
ve dudaklarin hareketlerini kolaylagtirmaktadir [66]. Tikiiriigiin bir kayganlastirici olarak

PR

etkinligi, viskozitesine ve kayma hizi ile nasil degistigine baghdir [66].

Tikiiriik, kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin bir sonucu olarak spesifik reolojik
(viskozite ve viskoelastisite) Ozelliklere sahiptir, bu ozellikler agiz boslugu iginde

homeostazi saglamak i¢in gereklidir.

Insan tiikiirligiiniin reolojik 6zelliklerinin, tiikiiriik glikoproteinleri, 6zellikle de sublingual,
submandibular ve palatinal tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanan yiiksek molekiiler agirlikli
misinlerden (MG1) kaynaklanabilecegi varsayilmaktadir. Submandibular ve sublingual
tikiiriikleri arasindaki viskoelastisitedeki farkliliklar, bu sekresyonlardaki miisin

derisimlerindeki farkliliklardan degil, miisin tiirlerinden kaynaklanmaktadir [67].

Tiikiiriik viskozitesinin pH ve kalsiyumdan biiyilik dl¢lide etkilendigi bulunmustur [68].
Avrtan tiikiiriik viskozitesi, dis ¢iiriigiindeki bir artisla da iliskilendirilebilir, ancak akis hizini

ve viskoziteyi birbirinden bagimsiz olarak incelemek zordur [69].
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2.6.1. Miisinler

Insan tiikiirik miisinleri agiz boslugunda, agiz yiizeylerini kayganlastirmasi, sert ve
yumusak dokular ile dis ¢evre arasinda koruyucu bir bariyer olusturmasi, ¢igneme, konugma
ve yutmaya yardimci olmalari nedeniyle agiz boslugu lizerinde bir¢ok role sahiptir [70].
Yiiksek molekiil agirlikli (MG1) ve diisiik molekiil agirlikli miikéz (MG2) glikoproteinler

olmak {izere 2 tip miisin bulunmaktadir [71].

Miisinler birgok globiiler serum proteininin sahip oldugu katlanmis yapidan yoksundur.
Karbonhidrat yan zincirlerine sahip bir polipeptid omurgasindan olusan, rastgele organize
edilmis acik bir yapiya sahip asimetrik molekiiller olma egilimindedir. Bu molekiiller
hidrofiliktir ve c¢ok fazla su icermektedir [72]. MG1 (baskin olarak miisin MUCS5b ve
MUC4) ve MG2 (bir MUCT geninin {iriinii), insan tiikiirigiindeki baskin miisinler olup, oral
dokular i¢in kayganlastirict ve  antimikrobiyal koruma saglamaktadir [73].
MG1, submandibular, sublingual, labiyal ve palatinal tiikiiriik bezlerinin mukus asinii¢inde
bulunur [74]. Dis ylizeylerine baglanarak asitlere kars1 bariyer olusturmaktadir. MG2 ise

mikroorganizmalara baglanarak etki etmektedir.

2.6.2. Prolin bakimindan zengin proteinler (PRP’ler)

Insan tiikiiriik PRP'leri toplam tiikiiriik proteininin énemli bir kismm olusturur ve énemli
biyolojik aktivitelere sahiptir [75]. PRP'ler kalsiyum fosfat kristal biiylimesinin
inhibitorleridir. PRP'ler tarafindan hemen hemen tiim kristal biiylimesi inhibisyonu,
molekiiliin negatif ylikli amino-terminal ucundaki ilk 30 kalintidan kaynaklanmaktadir.
Ayrica hidroksiapatit iizerine adsorbe edilen PRP'lerin bir¢ok yaygin bakteri yapismasinin
giiclii destekleyicileri oldugu gosterilmistir [76, 77, 78, 79].

PRP'lerin molekiiler yapilar1 oldukca asimetriktir. PRP molekiiliiniin, dis yiizeylerine amino
terminal segmenti yoluyla baglandigi diisiiniilmektedir. Bu molekiil karboksi terminal
bolgesini, agiz bosluguna yonlendirilen, oral bakteriler ile etkilesime girmeden serbest
birakmaktadir. Prolin bakimindan zengin glikoproteinler ve miisinler dahil olmak iizere
birgok tiikiiriik glikoproteini, tiikiiriikte kayganlastirici rollere sahiptir ve bu molekiillerin
karbonhidrat kisimlar1 da kayganlastirma o6zelliklerini etkilemektedir [80]. Tukiiriikteki
prolin bakimindan zengin proteinler, onlarla kompleksler olusturarak diger biyolojik
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bilesiklerle etkilesimlerini ve bagirsaktan emilimini Onleyerek tanenlere karsi savunma

gorevi gorebilir [81].

2.7. Tiikiiriik Antimikrobiyal Proteinleri

2.7.1. Tiikiiriik immunoglobulinler

Tiikiirik salgilayan immiinoglobulinler, tiikiiriik igerisinde proteine bagli bulunan ve
uyarana kars1 harekete gecmis antijen ile kompleks olusturmaktadir. immiinoglobulinler,
adezinler gibi hiicre yiizeyi molekiilleri de dahil olmak tizere spesifik bakteriyel molekiillere
veya enzimlere kars1 yonlendirilebilir. Bu tiir molekiillere baglanarak, spesifik bakterilerin
oral yiizeylere yapismasini engelleyebilir ve bdylece etkilenen tiirlerin kolonizasyonunu
onler [72, 82]. Normal olarak tiikiiriikte ortaya ¢ikan IgA'min en az %95'1, serumdan

tiretilmesinden ziyade lokal bezle iligkili immiinositler tarafindan iretilir [72, 82].

2.7.2. Salg1 immiin yanitlarinin uyarilmasi

Mukoza ile iligkili lenfoid dokunun (MALT) ana islevi, uyarilmig B hiicrelerinin {iretilmesi
ve yayillmasidir. Bu endiiktif bolgelerden, hafiza hiicreleri olarak viicudun her yanindaki
ekzokrin dokulara go¢ ederler [83]. Bu B hiicreleri daha sonra salgi bezlerinde, 6rnegin

tiktirtik bezlerinde terminal farklilagsmasi i¢in baz1 “ikinci sinyaller” gerektirir.

Lenfoepitelyal yapilar, Peyer'in yamalar1 ve diger bagirsakla iligkili lenfoid dokulari
(GALT), bronsla iligkili lenfoid dokular1 (BALT) ve muhtemelen tonsilleri icerir [84, 85].
Lokal B hiicre farklilasmasimi indiikleyen ikinci sinyaller tam olarak bilinmemektedir.

Ancak lokal B hiicresi ¢ogalmasi ve farklilasmasi igin topikal antijenin 6nemi gosterilmistir.

2.7.3. Tiikiiriik immunoglobulinlerin 6zellikleri

slgA'nin ¢ogu bir IgA dimerinden, bir veya iki J zincirinden ve bir SC molekiiliinden
meydana gelir. sIgA antikorlarinin, esasen ¢oziiniir ve parcacik halinde antijenlere basit
baglanma yoluyla ilk mukozal savunma hattinda etki ettigi kabul edilir. Mikrobiyal istilasina
kars1 ilk savunma hatt1 olarak, sIgA, tiim mukoza yiizeylerinde baskin immiinoglobulindir

[86]. Yeni dogmus bebeklerin tiikiiriigiinde yiiksek sIgA seviyeleri bulunur ve bu durum,
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yagamin ilk 10 giinii i¢inde oldugu gibi yetiskin bir oral mukozal bagisiklik sisteminin
varligini1 gosterir. sIgA, cesitli enzimleri inhibe etme ve ayn1 zamanda erken asamalarda da

oral sert yiizeylerde bakteriyel kolonizasyonu geciktirme yetenegine sahiptir [82].

Tiikiirtik IgA seviyeleri, saglikli ve ayrica hastalikli bireylerde, genis capta calisilmistir.
Diyabetik hastalarla yapilan bir ¢aligmada IDDM hastalarinda anlamli olarak daha yiiksek
IgA derisimleri bulunmustur [87]. Gebelikte tiikiiriik IgA seviyeleri yiiksektir [88]. HIV
bulagmis hastalarda, IgA seviyeleri saglikli kontrollerden daha yiiksektir [89].

Salgi IgM (sIgM), sIgA kadar proteolitik bozulmaya karsi direncli degildir.
slgM seviyelerinin bebeklik doneminde ve secici IgA eksikliginde arttigi goriilmektedir.
Muhtemelen, sIgM'nin, ilk mukozal savunma hattinda sIgA gibi islev gdérmesinden

kaynaklanmaktadir [83].

Tiikiirtik IgG, agiz bosluguna cesitli epitellerden s1zint1 yaparak ulagir ve esas olarak dis eti
olugu sivis1 yoluyla biitiin tiikiirige eklenir. Cogunlukla serumdan tiiretilir, buna ragmen,
dis eti iltithapli oldugunda, IgG'min kiigiik bir kismi lokal plazma hiicrelerinde ortaya
cikabilir. Ayrica IgG dis eti olugundaki bakterilerin yutulmasinda gorev almaktadir [90].

IgD, IgG gibi pasif difiizyonla tam tiikiirige ulasir. Normal yetiskinlerde parotis sivisinda
IgD diizenli olarak tespit edilemez, ancak serumda mevcut oldugundan tiikiiriik de goriiliir.
Bununla birlikte, dogumdan sonraki ilk 6 ay boyunca tiikiiriik IgD seviyeleri genellikle

yiiksektir. Ttkiiriik IgD'sinin fonksiyonel 6nemi bilinmemektedir [91].

Tiikiiriik IgE biiyiik olasilikla pasif diflizyonla dis sekresyonlara ulasir, ancak atopik ve
alerjik bireylerde intraepitelyal mast hiicrelerinin katkis1 da olabilir [92]. Biitiin tiikiiriikte

bulunan IgE izlerinin biyolojik 6nemi bilinmemektedir.

2.7.4. immunoglobulin olmayan proteinler

Lizozim

Lizozim spesifik olmayan tiikiiriik immiin savunmasinin ana enzimini temsil eder ve esas

olarak submandibular ve sublingual bezler tarafindan salgilanir [93, 94]. Tiikiiriik lizozimi,
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maruz kalan bakteri hiicre duvarlarinda spesifik baglar1 hidrolize ederek hiicre lizisine ve
olime neden olur. Bununla birlikte, bir¢ok organizmada, lizozim saldirisina karst direng
saglayan hiicre kapsiilleri veya diger hiicre duvari koruyucu materyalleri bulunur [95].
Lizozim, immiinoglobulinlerin baglandig1 bakteriler i¢in, bazi agilardan serumdaki
kompleman sistemini taklit eden bakteriler icin litik bir faktor olarak onerilmistir. Lizozim
baz1 bakteri tiirlerinin hiicre siispansiyonlarmi toplar [33]. Ayrica lizozimin mukozanin
korunmasina katkida bulundugu ve agiz boslugundaki Candida popiilasyonlarint modiile

ettigi bilinmektedir [96].

Peroksidaz sistemleri

Peroksidazlar, tiikiiriik peroksidazi ve miyeloperoksidaz, bakteri iiremesinin ve
metabolizmasinin engellenmesine ve hidrojen peroksit birikiminin 6nlenmesine neden olan
bir reaksiyonu katalize ederler, boylece proteinleri oksijen ve reaktif oksijen tiirlerinin
etkisinden korurlar [97, 98]. Daha kesin olarak, tiikiirik peroksidazi, birgok
mikroorganizmanin biiylimesini ve metabolizmasini engelleyen oksidasyon {iriinleri
iretmek i¢in tiyosiyanat iyonunun oksidasyonunu katalize eder [98]. Birincil oksidan,
hidrojen peroksit, bakteriler tarafindan iiretilir ve toksik ajanlarin tiretimini lokalize eder ve

bakteriyel hedefe yakin olarak gerceklesir [72].

Laktoferrin

Laktoferrin, plazma ve mukozal sekresyonlarda bulunur [82]. Tiikiiriik laktoferrin
antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Laktoferrin demiri baglar, mikrobiyal kullanim igin
kullanilamaz hale getirir [95]. Laktoferrin, baglanma durumunda, Streptococcus mutans
suslar1 dahil olmak tizere baz1 mikroorganizmalar iizerinde dogrudan bakteri yok edici etkiye

sahiptir.

Histatinler

Histatinler, tiikiiriikte bulunan bir grup kii¢iik histidin bakimindan zengin protein igerir.
Histatinlerin en 6nemli islevi Candida albicans'a karst mantar 6nleyici etkileri olabilir
[99, 100]. Oral kandidiyazis ayrica tikiiriik histatini de modiile edebilir [101, 102].

Histatinlerin, tiikiiriik disfonksiyonu olan hastalarda suni tiikiirtigiin bilesenleri olarak
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kullanilabilecegi one siiriilmektedir [99]. Histatinlerin insan tiikiiriiklerinde tanen baglayict
proteinler oldugu gosterilmektedir [103, 104]. Histatinler ayrica emaye yiizeylere ve

hidroksiapatite karmasik bir sekilde baglanir [105].

Staterin

Staterin gibi tiikiiriik proteinleri, asir1 doymus c¢ozeltilerde kalsiyum fosfatin kristal
biliylimesini inhibe eder ve hidroksiapatit {izerinde adsorbe olan birka¢ oral bakteri ile
etkilesime girer. Ayn1 zamanda, kalsiyum fosfatlara gore daha fazla doygun hale gelen

tiikiiriik, plak mineralizasyonu ve tas olusumu icin itici giigtiir [ 106].

Sistatin

Sistatin siiper ailesi, yapisinda sistein bulunan fosfoproteinlerdir. Viicut sivilarinin ¢ogunda
ve dokularda bulunmaktadir. Tiikiiriik sistatinleri 121 amino asitten olusmaktadir. En 6nemli
fonksiyonu, sistein proteazlari inhibe etmek ve mine yiizeyinde mineralizasyona yardimc1

olmaktir. Antiviral 6zellige sahiptir [106].

Agliitininler

Tikiirtik agliitininleri, bakterilere baglanmak igin etkilesime giren glikoproteinlerdir, bu da
bakterilerin tiikiiriik tarafindan daha kolay temizlenip yutulmasi ve biiyiik bir topak halinde
toplanmasina neden olur [107]. Tikiiriik proteinlerine bakteriyel baglanma kismen dis
yiizeylerinin  kolonilesmesinde bireysel farkliliklara neden olabilir. Agliitininler,
streptokoklarin agiz boslugundan toplanmasini ve temizlenmesini indiikler ve ayn1 zamanda
ilk plak olusumunun énemli modiilatorleridir [78]. Ote yandan, tiikiiriik agliitininlerinin,
cesitli bakteri tiirlerinin dis yiizeylerine yapismasina aracilik edebilecegi goriilmektedir
[108, 109]. Agliitinasyon kapasitesine sahip bir dizi tiikiiriik proteini tanimlanmistir. Bunlar;

parotis tiikiiriik glikoproteinleri, miisin, a2-mikroglobulin, fibronektin ve lizozim [95].

Haptokorrin

Besinlerde bulunan proteinlerden asit ve enzimatik islemlerle salindiktan sonra midede B2

vitaminini baglayan tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanan bir glikoproteindir.
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Kallikrein

Kininojenin (a2-globulin), bradikinin ya da kallidine doniismesine aracilik eden bir

proteolitik enzimdir. Tiikiiriikte, kanda, lenfte ve gesitli dig salgilarda bulunmaktadir.

2.7.5. Tiikiiriik antimikrobiyal faktorler ve agiz saghgi

Organik tiikiiriik bilesenlerinin nispi derigimlerinin tiikiiriik akis hizina bagli oldugu
bilinmektedir [68]. Baz1 arastirmalar tiikiiriik proteinlerinde zamansal farkliliklar oldugunu

bildirmektedir [110, 111, 112].

2.8. Tiikiiriik Albumini

Albumin, en fazla bulunan serum proteinidir ve tiim plazma proteinlerinin %50'sinden
fazlasini olusturur. Molekiiler kiitlesi 69 kDa ve normal serum referans sinirlart 40-
52 mg / L'dir. Albumin, yalnizca karacigerde 100-200 mg / kg / giin oraninda sentezlenir.
Albumin sentezini diizenleyen faktorler beslenme, hormonal denge ve ozmotik basingtir.
Albuminin yar1 Omrii yaklasik 15-20 giindiir. Giinde albuminin yaklasik %4l
bozulmaktadir, ancak serum albumini azaltan veya intravaskiiler osmotik basinci diistiren
kosullar altinda sentezi %100 oraninda artirilabilir [113]. Nefrotik sendrom, karakteristik
proteiniiri ve daha sonra Odemle sonucglanan hipoalbliminemi ile birlikte sistemik

bozukluklarin en iyi bilinen 6rnegidir [114].

Tiikiirtik albumin, agiz boslugundaki farkli materyaller tarafindan secici olarak adsorbe
edilir; bu, spesifik bakterilerin baglanmasimni saglayabilir ve boylece dis plaginin
kompozisyonunu degistirir [115]. Immiinosiipresyon, radyoterapi ve diyabet, yiiksek
tiikiiriik albumin derigimlerinin tespit edildigi durumlarin 6rnekleridir [89, 116, 117, 118].
Tiikiirtik albumininin agizdaki mukozal fonksiyonun biitlinliigiinii degerlendirmek igin

kullanilabilecegi varsayilabilir [119].
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2.9. Ure

Tiikiiriikteki iire konsantrasyonu, plazmadan biraz daha diisiiktiir. Ure, oral bakteriler
tarafindan amonyak ve CO2’e metabolize olur, bu da ortamin pH'inda bir artisa neden

olmaktadir [120, 121, 122].

Normal tiikiiriik iire diizeylerinin plak pH'1 ve Stephan egrisinin derinli§i ve siiresi
tizerindeki etkisi belirsizdir. Plak karyojenitesinin, sadece bazi hastaliklarin bir sonucu
olarak yiikseldigi zaman degil, normal araliktayken bile tiikiiriik iire derisimleriyle ters

iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [120,122].

Tiikiirtikte tire bulunmadig1 zaman Stephan egrisinin minimum pH’inin (Sekil 2.7) yaklasik
0,5 birim daha derin olacagini gostermektedir. Uremili hastalarda daha az ¢iiriik, daha fazla

tag gelistirir ve istirahat halinde pH’1 9’a kadar yiikseltebilmektedir [123].

pH

4 T T T |
0 10 20 30 40

Zaman (dakika)

Sekil 2.7. Stephan egrisi- (Redrawn from G N Jenkins, The physiology and
biochemistry of the mouth (4th Edition) Blackwell, London, 1978)

Bazi metabolik durumlarda, 6zellikle bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda, iirenin

biriktigi ve tiikiiriikte kolayca izlenebilecegi 6ne siiriilmektedir.
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2.10. Tiikiiriik a-Amilaz1

Amilaz (a-amilaz), en 6nemli tiikiiriik sindirim enzimlerinden biridir. Bir kisminin glikozile
edildigi ve diger kisminin karbonhidrat igermedigi iki izoenzim ailesinden olusur [124].
Tiikiirik amilazi, amiloz ve amilopekin gibi nisastanin o baglarin1 hidrolize eden bir
kalsiyum metaloenzimdir [72]. Maltoz son ana iiriindiir. Amilazin, toplam tiikiirtik bezi
tarafindan {iretilen proteininin %40 ila %50’sini olusturdugu enzimin gogunun parotis
bezinde sentezlendigi 6ne siiriilmektedir [94]. Insan parotis tiikiiriigii ve submandibular
tikiirtik, 100 mg protein basina sirasiyla yaklasik 45 mg ve 30 mg amilaz igerir [124].
Bununla birlikte, amilazin parotis tiikiirtigiindeki toplam protein igeriginin yaklasik 1 / 3'iinii
olusturdugu ve biitiin tiikiiriikteki icerigin daha diisiik olacag: da iddia edilmektedir [125].
Amilaz derisimi tiikiiriik akig hizi ile artar ve genellikle ser6z hiicre fonksiyonunun giivenilir
bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedir [126].

Sindirim enzimi olarak bilinen fonksiyonuna ek olarak, amilazin antimikrobiyal
fonksiyonuna da sahip oldugu bilinmektedir. Amilaz aktivitesi gdzyasi, nazal ve bronsiyal
sekresyonlarda, siit, serum, idrarda ve iirogenital sistemin sekresyonlarinda da bulunur
[112]. Amilaz ayrica bazi oral bakterilerle spesifik olarak etkilesime girer ve bu tiirlerin
dislere yapismasinin modiile edilmesinde rol oynayabilmektedir [127]. Tiikiiriik amilazinin
Legionella pneumophila ve Neisseria gonorrhoeae'nin biiyliimesini inhibe ettigi bulunmustur
[95]. Achgin, tim tikirik amilaz diizeylerini, aktivitesini ve radyasyona bagh

hiposalivasyondaki amilaz konsantrasyonlarini azalttigi bulunmustur [124, 126].

Sekil 2.8. Tiikiiriik a-amilazin yapisi
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2.10.1. a-amilazi etkileyen faktorler

Tiikiiriik a-amilaz aktivitesini birden fazla faktor etkilemektedir [128]. Bunlar;

e Cinsiyet

Yapilan ¢alismalarda fiziksel ve psikososyal strese karsi a-amilaz aktivitesinde cinsiyet roli

incelenmis ve kadinlar ile erkekler arasinda bir fark bulunamamistir [129, 130].

e Yas

Bebeklerde bazal amilaz aktivitesi bulunmadigi i¢in strese tepkileri yoktur; ilk ti¢ yil
icerisinde eriskin derecesine gelmek ic¢in siirekli olarak aktivite artmaktadir. Yaslilik

doneminde ise sabit kalmaktadir [131, 132].

e Sigara

Yapilan ¢aligmalarda tiitiiniin amilaz aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur [133, 134].

e Tibbi ilaglar

Antagonistlerin tiikiiriik a-amilazi iizerinde giiglii bir etkisi vardir.

e Kafein

Amilaz aktivitesini uyarmaktadir.

e Yiyecek

Bazal amilazin aktivitesinin karbonhidratl yiyecekler tiikettigimizde daha yiiksek oldugu

bilinmektedir.

e Egzersiz

Fiziksel aktivite a-amilaz diizeyini arttirmaktadir [135].
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e Somatik ve psikiyatrik hastaliklar

Artmig ya da azalan a-amilaz derisimlerine bagli olarak bazi somatik hastaliklar

goriilmektedir.

2.10.2. Stres

Stres, canlilarin yasamda karsilastig1 yeni kosullarda ruhsal, bedensel sinirlarinin zorlandigi
durumdur. Bir baska deyisle, canlinin tehdit ve zorlukla karsilagtigi durumlarda, homeostatik
dengesini korumak i¢in gelistirdigi biyokimyasal mekanizmalardir [18]. Canlilarda strese
yol agan etmenlere stresor denir. Stresorler, viicudu savas ya da kag reaksiyonuna hazirlayan
otonom sinir sisteminin aktivasyonuna ve hipotalamik-hipofiz adrenal (HPA) eksenin
aktivasyonuna neden olabilir. Aktive otonom sinir sistemi, adrenal medulladan epinefrin ve
norepinefrini serbest birakir. Norepinefrinin, parotis ve submandibular tiikiiriikk bezlerinin
asiner hiicrelerinden tiikiiriik a-amilazinin (sAA) salgilanmasini arttirdiglr gézlenmistir.
Tiikiirtikteki a-amilaz seviyesinin, otonom sinir sistemi aktivitesini yansittigi ve bunun

Ol¢iilmesinin, kolay, invaziv olmayan bir yontem oldugu 6ne siiriilmektedir [136].

HPA ekseninin aktivitesi kortizol diizeyleri ile iyi yansitilmaktadir. Plazmada, albumin,
kortikosteroid baglayict globulin ve diger plazma proteinlerine baglanan hem serbest
kortizol hem de kortizol iceren yalnizca toplam kortizoliin 6l¢iilmesi standarttir. Plazma
proteinlerindeki degisiklikler, toplam kortizol seviyelerini 6nemli 6l¢iide etkiler, bu nedenle
serbest kortizol O0lcen HPA eksenini degerlendirmek icin tercih edilmektedir. Serbest
kortizolui tiikiiriikkte ve idrarda 6lgmek miimkiindiir. Bundan dolay1 kortizol, HPA eksen

aktivitesinin iyi bir belirtecidir [136, 137].

Stresorler homeostatik dengeyi bozan fiziksel, sosyal veya psikolojik etmenlerdir.
Stresorlere travma, siddetli egzersiz, yiyecek kisitlamasi, hayal kiriklig: gibi her tiirlii duygu

degisimi, yaralanma ya da hastaliklar gibi ¢esitli 6rnekler verilebilir [20].
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Stresor

4

Korteks

4

Limbik sistem
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Hipotalamus <———
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,U. Otonom Sinir
Sistemi
Hipofiz
ACTH 1
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Adrenalin
Adrenal Korteks
Kortizol

Sekil 2.9. Stres hormonlarinin salgi mekanizmalari

Stresorlere ait bilgi korteks, limbik sistem ve beyin sapindan gelen yollar ve
spinohipotalamik yollar-lateral hipotalamus-paraventrikiiler niikleus (PVN) araciligiyla
hipotalamusa iletilmektedir. Bu bilgiye karsi yanitta hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA)
sistemi, hipotalamus tarafindan uyarilarak epifiz bezi {lizerinde etki gOsteren arjinin-
vazopressin (AVP) ve kortikotropin salgilatict hormonun (CRH) salimina yol agmaktadir.
AVP ve CRH ‘un etkisiyle hipofizin 6n lobundan adrenokortikotropin hormon (ACTH)

salgilanir. ACTH ise adrenal korteksten kortikosteroid tiretimini artirmaktadir [21].

Otonom sinir sistemi

Otonom sinir sistemi (OSS), i¢ organ diiz kaslarini1 kontrol eden ve istem dis1 ¢alisan bir
sistemdir. Otonom sinir sitemi sadece i¢ organ diiz kaslarindaki aktiviteleri diizenlemez, baz1
hormonlarin salgilanmasinda uyarilarak hormonal bir etkide saglamaktadir [138]. Otonom
sinir sistemi duyusal afferent lifler ve adrenal medula tarafindan kromogranin A ve

katekolaminlerin sekresyonuna yol agan adrenerjik reseptorler tarafindan uyarilmaktadir.
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Ayrica baz1 ndropeptitlerin (substans P gibi) salinimina neden olan duyusal afferent lifler

santral sinir sistemini (SSS) ‘nin uyarilmasiyla HPA eksenini etkileyebilmektedir.

Otonom sinir sistemi lizerinden etki eden sempatik ve parasempatik uyarilmalarin tiikiiriik
a-amilaz (sAA) gibi enzimlerin salgilanmasiyla da streste adrenerjik mekanizmalari

araciligiyla tiikiiriik bezleri tizerinde giiglii bir rol oynamaktadir [139].

Cizelge 2.3. Sempatik ve parasempatik uyarilmalarin tiikiiriik salgilanmasindaki etkileri

Sempatik Uyar Parasempatik Uyari
Vazokonstriiksiyon Vazodilatasyon

Salg1 yapiminda azalma Salg1 yapimi artar
Mukoid salg1 olusur Viskoz salgi olusur
pH azalir pH artar

Akis hiz1 azalir Akis hiz1 artar

Strese karsi organizmanin cevabi iki sekilde olmaktadir. Bunlardan bir tanesi sempatik
adreno-medullar (SAM) sistemidir. Bu sistem katekolaminlerin salgilanmasi sonucunda o-
amilaz aktivitesini artirabilmektedir. Strese karsi organizmanin verdigi diger cevap ise
hipotalamik-hipofiz-adrenal aks (HPA)‘dir. HPA’nmin aktivitesi sonucunda Kkortizol

salgilanmasi ile organizma strese karsi savagsmaktadir [140, 141, 142, 143].
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2.11. o-Amilaz Olciimii icin Kullamlan Yontemler

2.11.1. Nisasta-iyodin yontemi

Alfa-amilaz enziminin yapisinda bulunan ve ardarda dizilen glukoz molekiilleri sarmal bir
yap1 olusturmaktadir. Iyot molekiilleri bu sarmallarim igerisine girerek glukozlar arasindaki

bagi kirar ve nisastanin iyodin ile mavi-mor renk aciga ¢ikarmasina neden olur [144].

2.11.2. CNPG3 yontemi

Alfa-amilaz, 2-kloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriozidini (CNPG3) hidrolize ederek 2-
kloro nitrofenolii serbest birakir ve 2-kloro-p-nitrofenil- a-D-maltotriozid (CNPG2),

maltotrioz (G3) ve glukozu olusturmasi esasina dayanmaktadir [145, 146].

2.11.3. DNS yontemi

3,5-dinitrosalisilik asit ve numunede bulunan indirgenen sekerler arasinda bir redoks

tepkimesini igeren kolorimetrik bir tekniktir.

Bu sekerlerin indirgeme giicii, hafif oksitleyici ajanlarla karboksil grubuna oksitlenebilen
karbonil gruplarindan gelirken, DNS (sar1) indirgeyici sekerlerle reaksiyona girdiginde,
spektrofotometri ile lgiilebilen 3 amino-5-nitrosalisilik asit (kirmizi-kahverengi) meydana

getirmesine dayanmaktadir [147, 148, 149].
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2.12. Tukiirikte Hormonlar

2.12.1. Hormonlarin tiikiiriik icerisine tasinmasi

Genel olarak tiikiiriikte bir molekiiliin varligi dort mekanizma ile gergeklesebilir [150]:

1. Tiikiirtik bezlerinin hiicrelerinin siki baglantilarindan gecerek

2. Tikiiriik bezlerinin asiner hiicrelerinin lipit bakimindan zengin hiicre zarlarindan gecerek

3. Aktif salgilama

4.Kontaminasyon (Kirlenme)

Ek olarak tiikiiriik bezindeki analiti pH, metabolizma ve tiikiiriikteki hormon derisimini
etkileyebilir. Bu nedenle, bir hormonun tiikiiriik seviyesinin, sadece molekiil lipofilik ise,

plazma seviyesini yansitmasi daha olasidir.

2.12.2. Steroid hormonlar

Tiikiirtik toplanmasinin invaziv olmamasindan dolay1 hormonlarin, 6zellikle de nétral

steroidlerin Ol¢lilmesine olan ilgi, son yillarda 6nemli 6l¢iide artmastir [10].

Steroid hormonlar1 plazmada serbest hormonlar veya proteinlere bagli hormonlar seklinde
dolasima katilirlar ve bu baglanma “spesifik olmayan” veya “spesifik” olabilir. Spesifik
olmayan baglanma genelde albumin, cinsiyet hormonu baglayan globulin ve kortikosteroid
baglanma proteini (CBG) gibi proteinlerle gerceklesmektedir. Tikiiriikte bulunan tim
steroid hormonlarimin derisimleri plazmadaki serbest fraksiyonu yansitmaktadir

[9, 10, 150, 151].
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Kortizol

1978 yilindan itibaren tiikiiriik kortizol diizeylerinin belirlenmesi ¢alismalari yapilmaktadir.
Yapilan galismalar sonucu tiikiiriik kortizol diizeylerinin plazma serbest diizeylerinden %20
daha diisiik olabilecegini gostermektedir [151, 152]. Tiikiiriik kortizol ve plazma serbest

kortizol derisimleri arasinda iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur (r=0,80-0,90).

Tiikiiriik analizleri, kortizollin stres durumundaki degisimini belirlemek i¢in ve tiikiiriik

ACTH testine yanit1 takip etmek i¢in de kullanilmaktadir.

Biviime hormonu

Biiylime hormonu 191 amino asit igerir ve hipofiz bezinin 6n kismindan somatotrof hiicreler
tarafindan salgilanir. Agiz boslugundaki fonksiyonu bilinmemektedir. Insan tiikiirigiinde
sadece kiigiik miktarda GH bulunmaktadir. GH, biiyiik bir molekiil oldugu i¢in diger kiigiik

streoid hormonlar1 gibi serumdan tiikiiriige serbest halde yayilmasi miimkiin degildir.

2.13. Adrenal Bez Anatomisi ve Biyokimyasi

Adrenal (bobrek {istii) bezler karin arka duvarina komsu, bobreklerin hemen tizerinde ve ana
damarlara ¢ok yakin olarak yerlesmis olan, 5-10 gr agirliginda, 4x3x3 cm boyutlarinda i¢
salg1 bezidir [110, 111]. Yasam i¢in zorunlu bir bezdir. Yaklasik olarak torakal 11.-
12. vertebra hizasinda yer alirlar. Yapisal olarak birbirinden farkli hiicre katmanlarindan

olusur ve her bir tabakadan farkli hormonlar salinir [112].

Her bir bobrekiistii bezi, bobreklerin iist uglari (polus superior) ilizerinde supermedial
konumda yer alir. Fascia renalis ile sarili olarak capsula adiposa (perirenal yag kapsiilii)
icinde gomiiliidiir. Sol bobrek {istii bezi semilunar sekildedir (li¢ yiizli, iki kenarli) ve genel
olarak bobregin hilusunun {ist tarafinda kalan i¢ kenar1 boyunca vertikal sekilde uzanir.
Diafragmanin sol krusu iizerinde oturan bobrekiistii bezi 6nde mide, pankreas ve dalak ile
komsudur. Sag bobrek iistii bezi piramit sekildedir. Diafragma {izerinde oturan sol

bobrekiistii bezi 6nde v.cava inferior ve karaciger ile komsudur [153, 154].
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Bobrekiistii  bezi, a.phrenica inferior (a.suprarenalis superior), aorta abdominalis
(a.suprarenalis media) ve a.renalis (a.suprarenalis inferior)’lerden gelen dallar tarafindan
beslenir. Venoz kami tek biiyilk ven ile (v.suprarenalis agda v.cava inferior’a solda

v.renalis’e) dokiliir.

Embriyolojik, anatomik ve fizyolojik olarak farkli 2 ayr1 tabakadan olusmaktadir [113].

1) Adrenal medulla; Sinir dokusu yumagi (en biiyiilk sempatik preganglioner) seklindedir.
Yapisinda kromaffin hiicreler, vendz siniizoidler ve sempatik sinir hiicreleri bulunur.
Kromaffin hiicreler, modifiye olmus postganglioner sempatik noronlardan olusur.
Katekolaminleri (adrenalin/epinefrin ve noradrenalin/norepinefrin) salgilar. Kavga, ugma ve
korkma gibi ruhsal durumlarda aktif olarak yanit verirler (tansiyon ve nabiz yiikselir, bazal

metabolizma artar) [110, 153].

2) Adrenal korteks; Mezoderm kaynakli olup hipofiz kontroliinde ¢alisir. Birgok hormonun
salgilanmasinda gorevlidir. Korteks distan ice dogru farkli tiplerde steroid sentezleyen fi¢

katmandan olusur. Bunlar;

- Zona glomerulaza (%15)- mineralokortikoidleri (aldosteron) salgilar. Dokularin
elektrolit ve su dengesi tizerine etkili olan aldosteron salgilar.

- Zona fasikulata (%75)- glukokortikoidleri (kortizol) salgilar. Karbonhidrat dengesini
korumak tizere glukokortikoidleri salgilar. Bunlar arasinda hidro-kortizon (kortizol)
en Onemlisidir.

Zona retikularis (%210)-gonadokortikoidleri (androjenler-seks hormonlari) salgilar.
Cinsiyet hormonlarindan progesteron, dstrojenik ve androjenik hormonlarinin

salgilandig: tabakadir [111, 114, 115].
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Adrenal Bez -yatay kesit ile- Mikroskopik Kesit ile Katmanlar

AT “‘ A —} Kapsdl

Kapsul =_}" Zona Glomerularis

Korteks

~ Zona Fasikulata
Medulla

- Zona Retikularis

Sekil 2.10. Adrenokortikal hormonlarin bobrekiistii bezi korteksinin farkli bolgelerinden

saliim (http://imueos.wordpress.com/2010/04/27/adrenal-steroid-hormones/).

2.13.1. Adrenal korteks hormonlarin kimyasal yapisi

Adrenal korteks hormonlarinin yapisinda ii¢ tane alt1 karbonlu siklohekzan halkasinin
olusturdugu fenantren halkasi ile bir tane bes karbonlu siklopentan halkasinin yer aldigi
siklopentanoperhidrofenantren halkasi sistemi  bulunmaktadir. Fenantren halkasi
A, B ve C’den olusur, siklopentan halkasi olan D bu olusan yapiya baglanir. Perhidro 6n eki

ise bilesigin hidrojen atomlariyla olan doygunlugunu ifade etmektedir [154].

Sekil 2.11. Siklopentanoperhidrofenantren halka yapisi


http://imueos.wordpress.com/2010/04/27/adrenal-steroid-hormones/
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17 C atomu igeren halka sisteminde karbon atomlarinin numaralandirilmasi A halkasindan
baglamaktadir. Bu yapiya sahip steroid hormonlarin (kolesterol, safra asitleri, cinsiyet
hormonlari, vitamin D gibi dogal steroidler ve adrenal steroidler) tigiincii karbon atomunda
bir keton veya hidroksil grubu bulunmaktadir. Ayrica onuncu ve on iigiincii karbon
atomlarinda metil gruplar1 baglidir. Bazi hormonlarda ise 17.ci karbon atomuna iki
karbondan olusan bir yan zincir ve/veya hidroksil ile keton gruplar1 baglanmaktadir.

Yapisinda asimetrik karbon atomu igeren steroid hormonlar steroizomerizm gostermektedir
[155].

Sekil 2.12. Steroid hormonlarinda ortak yapilar1 ve numaralandirilmasi
Kolesterol, viicutta plazmada ve dokularda serbest olarak veya yag asitleriyle esterlesmis

sekilde bulunmaktadir. Yapisinda 5. ve 6. karbon atomlar1 arasinda bir ¢ift bag ve

17. karbonda alifatik yan zincir bulunmaktadir.

CH3

HO

Sekil 2.13. Kolesteroliin yapisi
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2.14. Glukokortikoidler

Glukokortikoidler (GC), giinlik ritimde ve organizma stres altindayken homoestazi
saglamak i¢in dogal olarak adrenal bezlerden salgilanan 21 karbonlu steroid hormonlardir.
Hem viicutta salgilanmakta hem de sentetik olarak {iretilmektedir. Glukokortikoidlerin
dretimi ile ilgili olarak HPA eksende, glukortikoid baglayan mineralokortikoidler,
mineralokortikoid reseptorleri ve glukokortikoid reseptorleri bulunmaktadir. Beyinde
glukokortikoid reseptorleri bulunurken, mineralokortikoidler hipokampusta bulunmaktadir.
Glukokortikoidler, etkilerini Glukokortikoid Reseptor'lerine (GR) baglanarak gosterirler
[155, 156, 157].

Glukokortikoid reseptorler, hormonlarin diizeylerinde meydana gelen yiikselmelerde negatif
geri bildirimi diizenlerler. Mineralokortikoidler ise sodyum ve potasyum diizeylerini regiile
ederler. Mineralokortikoid reseptorleri hiicre i¢cinden gelen glukokortikoidlerle siirekli iligki
icindeyken, glukokortikoid reseptorleri, stres ya da sirkadiyen ritim ile iliskili olarak

glukokortikoid diizenlenmesine katilir.

Kolesterolden kortikosteron sentezi adrenal bezin ii¢ bolgesinde de gerceklesmektedir.
Insanda en ¢ok sentezlenen etkinligi en fazla olan hormon kortizoldiir, kortikosteron daha az
sentezlenip salinmaktadir. Kortizoliin biiyiik bir kismi1 zona fasikiilata olmak {izere az
miktarda da zona retikularisde sentezlenmektedir. Adrenal korteksin bu iki bolgesi;

17 alfa-hidroksilaz enzimi (CYP17) igermesine ragmen kortikosteronu aldosterona
doniistiiren enzimler bu bolgelerde bulunmaz. Enzim lokalizasyonuna bagli olarak adrenal

steroidler iiretiminde bolgesel farkliliklar gdstermektedir [148].

2.14.1. Glukokortikoidlerin biyokimyasal etkileri

Glukokortikoidler yasam igin oldukg¢a 6nemlidir. Etkileri kendine ait reseptorlere baglanarak
ortaya c¢ikmaktadir. MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz), CDK ve GSK-3f
(glikojen sentez kinaz-3 beta) gibi kinazlar tarafindan fosforillenerek, dimerize glukortikoid
reseptorleri niikleusa gecerek hedef genlerde transkripsiyonel aktivite degisikliklerine neden
olmaktadir. Genellikle bu etkilerini glukoneojenezde, damarlarda katekolaminlere artmis
yanit, bagisik sisteminin baskilanmasinda ve sinir sisteminin diizenlenmesinde

gostermektedir.
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2.15. Kortizol Sentezi ve Diizenlenmesi

Kolesterol, diger steroid hormonlarda, safra tuzlari ve D vitamini biyosentezinde oldugu gibi

kortizol sentezinde de oncul molekildiir.

Sekil 2.14. Kortizoliin molekiiler yapis1 (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:

Cortisol2.svQ).

Steroid hormon sentezi mitokondride baslar. Esterlesmemis kolesterol sitoplazmadan
mitokondriyal zarin matriksine taginir. Taginma steroidojenik akut regiilator proteini (StAR)
olarak bilinen fosfoprotein sayesinde gerceklesir. Bu protein steroidojenik uyariya yaniti
diizenler. Kolesteroliin sitozolden mitokondriye taginimi, steroid hormon sentezi i¢in hiz
kisitlayici bir basamaktir. Zona fasikiilata ve zona retikiilaris bolgelerindeki ACTH ve Zona
glomerulosada artan Ca*? gibi trofik uyaranlar sayesinde StAR proteininin dakikalar
icerisinde sentezinin artmasina neden olur. Bu proteine ek olarak diger proteinler de

mitokondri zar1 boyunca kolesterol transferine dahil olur.

Steroidojenezde yer alan enzimlerin bircogu NADPH, elektron transfer sistemleri ve
molekiiler oksijen gerektiren sitokrom P450 (CYP) proteinleridir. CYP enzimleri mitokondri
ve endoplazmik retikulumda bulunur ve farkli elektron transfer sistemlerinden olugmaktadir.
CYP450 enzimleri Ozel isaretler ile birbirinden ayrilir, drnegin; kolesterol dezmolaz
(CYP11A: yan zincir koparan enzim) mitokondriyal bir enzim olarak bilinir ve kolesteroliin
pregnenolan  doniisimiinii  katalize etmektedir. CYP21 ise 2l.nci karbondaki
hidroksilasyonu katalize ettiginden dolayi hidroksilaz olarak adlandirilmaktadir.

Steroidojenez yolu Sekil 2.15 ‘te gosterilmektedir.


http://commons.wikimedia.org/wiki/File
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mineralokortikoid sentez yolu
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Sekil 2.15. Kortizol sentez basamaklar1 (Candan G.Hormonlarin Genel Yap1 ve

Ozellikleri. B6liim:9.Temel Biyokimya.Ed:Emerk K, Onat T, S6zmen
EY. Ankara, Palme Yayincilik 2002,481-491)
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Adrenal korteksin her bir bolgesindeki aktif kortikosteroidlerin olusumu kolesterol
molekiiliiniin bir dizi doniisiimiinii igermektedir. Steroidojenez enzimleri mitokondri ve

endoplazmik retikulumda dagilmis halde bulunmaktadir.

Sitoplazma
Asetat

De novo sentez

———» Kolesterol
-~
ester deposu

StAR aracihigi
ile duzenlenen

- Reseptor aracil a Lizozom

$ Endositoz
Dusuk dansiteli ©
lipoprotein

LDL Kolesterol

Mitokondri hiz kisitlayicr

Kolesterol

Kortizol Kortizol
Kolesterol yan
11-B hidroksilaz zincir parcalayici
(CYP11B1) enzim
(CYP11A)

11-deoksi kortizol

5 Pregnenolon

11-deoksi kortizol

21-hidroksilaz
CYP21

““.L__Endoplazmlk

Sekil 2.16. Adrenal korteksin mitokondri ve endoplazmik retikulum enzimleri tarafindan
kortizol biyosentezi (Candan G.Hormonlarin Genel Yap1 ve
Ozellikleri. Boliim:9.Temel Biyokimya.Ed:Emerk K, Onat T, S6zmen
EY. Ankara, Palme Yayincilik 2002,481-491)
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Ik asamada, kolesteroliin pregnenolana doniisiimii; ACTH ve anjiyotensin II ile
diizenlenmistir. Zona glomerulozada pregnenolonu 11-deoksikortikosteron iizerinden bir
seri enzimatik reaksiyon ile aldosterona doniisiir. Zona fasikiilata’da, pregnenolan agirlikli
olarak kortizol olusumuna yonlendirilir ve 17-o hidroksilasyonunu saglar. Zona retikulariste
ise pregnenolon; 17 alfa hidroksilasyonu gerektiren daha ¢ok androjenlerin;

dehidroepiandrosteron (DHEA) ve onun siilfatli formu (DHEAS) sentezinde kullanir.

Kolesterol

-Z_|

. . c
170-OH 17,20 liyaz

- Pregnenolon |:> 17-OH Pregnenolon |:> DHEA
3B-HSD 3p-HSD . 3B-HSD .
oo T ) S—

170-OH 17,20 liyaz

— Progesteron [:> —|  17-OH Progesteron :> Androstenedion

|

21-0H 21-0H 17p-HSD &

|

— Deoksikortikosteron |—~ 11-Deoksikortizol T ESTO STE RO N
11 B-OH U,_’
| Kortiostron KORTIZOL

118-OH

|

18-OH

I

|— 18-OH Kortikosteron

18-OHDHG

ALDOSTERON

Sekil 2.17. Adrenal korteksin spesfik bolgelerinde steroid sentezi
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Kortizol salgilanmasinin temel diizenleyicisi kortikotropin salgilatict hormon (CRH) ve
dolagimdaki serbest kortizol tarafindan aktivitesi diizenlenen adrenokortikotropik hormon
(ACTH) diizeyleridir. Adenohipofiz iizerine kortizol ve CRH’un etkisi adrenal bezin ACTH
uyaricisint ve dolagimdaki kortizol diizeylerini belirler. Dengesiz durum kosullarinda bu
dongii geri bildirim sistemi, beynin yiiksek boliimlerindeki sinirsel sinyallerin yerine gecer

[158].
2.15.1. Kortikotropin salgilatict hormon (CRH)

CRH, 41 aminoasit igeren peptit yapida bir hormondur. Hipotalamustan salindiktan sonra
CRH, hipotalamus-hipofiz adrenal aks ile 6n hipofiz bezine ulasip, CRH’dan daha az
diizeyde ACTH salgilatmaktadir. ACTH ve ilgili peptidlerin (beta lipotropin ve beta

endorfin) sentez ve salgilanmasini uyarir [159].
2.15.2. Adrenokortikotropin hormon (ACTH)

ACTH 39 aminoaside sahip bir 6n hipofiz hormonudur. Biiyiikk bir molekiil olan
proopiomelanokortinin (POMC) yikilmasi ile olusur. ACTH, genel olarak su dengesi ve
immiin sistemin diizenlenmesinde rol alir ve bu etkilerini bobrekiistii bezi korteksinde
kortizol yapimini uyararak gergeklestirir [159]. ACTH saliniminin diizenlenmesi
hipotalamustan salgilanan CRH ile gerceklesmektedir. Kortizol, negatif feedback
mekanizmas1 ile CRH salgilanmasimi baskilar. Kortizol diizeyleri yikseldiginde
hipotalamusta baskilanan CRH yapimi ile ACTH sentezi azalir. Kortizol diizeyleri
diistiigiinde ise CRH yapim artar ve buna bagli olarak ACTH sentezi de artmaktadir.

S E— S
/ \
—— T

b v\ ¥\
(] |

y-MSH ACTH v-LPH  B-Endorphin

Sekil 2.18. Proopimelanakortin ana molekiilii ve yikim ftirtinleri (Candan G. Hormonlarin
Genel Yap1 ve Ozellikleri.Béliim:9. Temel Biyokimya Ed: Emerk K, Onat T,
S6zmen EY.Ankara, Palme Yayincilik 2002,481-491)
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2.15.3. Noroendokrin kontrol

Kortizol sentezi néroendokrin olarak kontrol edilir ve bu kontrolde ii¢ mekanizma bulunur.
Bunlar, sirkadiyen ritim, hipotalamik-hipofiz adrenal ekseninin (HPA) stres yaniti ve ACTH

salimiminin kortizol ile geri bildirim inhibisyonudur [158].

Sirkadiyen ritim

Kortizol salinimi, CRH ve ACTH artis1 sonrasinda uyarilir ve diurnal ritim gosterir. Sabah

saatleri en yiiksek diizeyde olup, gece yarist ise en diisiik diizeylerdedir [160].

Hipotalamus-hipofiz adrenal ekseninin (HPA) stres vaniti

Herhangi bir stres durumunda ACTH ve kortizol diizeyleri en yiiksek seviyede olur.
Hipotalamik-hipofiz adrenal aksi degerlendirmek igin sabah kortizol diizeylerine bakmak
yeterlidir.

‘ Normal
Diurnal Ritim ‘ H.lpotalamns |

b N
Sl /
Stres J
= CRH
> Sitokinler \‘

4 -\,‘\

‘ﬂ
/

l-"eedbad.
Hlpoﬁz
ACTH )
Adrenal hortuol

Sekil 2.19. HPA stres yanit1
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Feedback inhibisyonu

Adrenal korteks hormonlarindan kortizoliin salgilanmasi; hipotalamustan salgilanan CRH
ile 6n hipofizden salgilanan ACTH etkisi altindadir. Kortizol salgilanmas: artirici etkenler
hipotalamusu uyararak CRH ve ACTH salgilanmasina neden olmaktadir. ACTH’un

salgilanmasi sonucunda adrenal korteks uyarilir ve kortizol salgilanir.

Kan-beyin bariyerini serbest halde gegen kortizol dolagima katilir ve negatif feedback ile
kendi salinimint durdurur. Hipotalamik-hipofiz adrenal aksin ne kadar inhibe edilecegi
kortizoliin miktarina bagli degildir, bunu artis hiz1 belirlemektedir. Strese maruz kalindiktan
sonraki geri bildirim kortizoliin derisimine baglidir. Burada kortizol salinim1 ve sentezi
baskilanirken kortizol sentezinde rol oynayan reseptdrlerde de down-regiilasyon meydana

gelmektedir [158].

_[_\_ ACTH

Glukokortikoid

Sekil 2.20. Feedback bildirim mekanizmasi
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2.16. Kortizoliin plazmada tasinmasi

Kan dolagiminda ana steroidlerin biiyiikk ¢ogunlugu albumin ya da spesifik baglayici
proteinlere baglanmaktadir. Cok kiigiik bir yiizde plazma da serbest olarak bulunur ve

stllfath ya da glukronid formda dolasir.

Kortizolilin plazma yar1 d6mriinii spesifik baglayici proteini olan CBG’e baglanma miktarina
ve inaktive edilme hizina baghdir. Bagli olduklarinda inaktif durumda olduklari igin
metabolik klirensi gecikmektedir. Bu durumda sistemik dolasimdaki kortizol havuzu

saglanmis olmaktadir [155, 158].

2.16.1. Kortikosteroid baglayici globulin

Serpin A6 olarak da adlandirilan insan kortikosteroid baglayici globulini (CBG, transkortin),
serpin super (serin proteaz) ailesine aittir. Kortikosteroid baglayicit globulin, 405 amino
asitten olusan 52 kDa agirliginda salgilanan bir a1-glikoproteindir. Kortikosteroid baglayici
globulin, karacigerde hepatositler tarafindan sentezlenir ve salgilanir ve glukokortikoid
duyarli hiicrelerde bulunur. Kortikosteroid baglayict globulinin derisimi, Ostrojenler

tarafindan diizenlenir.

Kortiosteroid baglayic1 globulin, kandaki progestin ve glukokortikoidler i¢in ana tasima
proteinidir. Boylece CBG, biyoyararlanimlarini ve metabolik klirenslerini diizenler ve

onlarin hiicrelere emilimini, kimyasallarin enzimler tarafindan bozulmasini 6nler.

Kortikosteroid baglayict globulin, kortizol ve progesterone i¢in yiiksek afiniteye sahip tek
bir steroid baglanma bdlgesi igerir. Dolasimdaki kortizoliin %80-90’u CBG’e baglanir.
Albumin bagli kortizoliin bazal kosullar altinda %14 ve serbest kortizoliin %6°sin1
olusturdugu bilinmektedir. CBG’e bagl kortizoliin biyolojik olarak aktif olmadigi
distintiliir, baglanmamis kortizoliin ise aktif kortizol formunu olusturdugu kabul

edilmektedir. Plazma kortizoliin aktif fraksiyonu CBG derisimine bagli olacaktir [155, 158].

Kortikosteroid baglayici globulini kodlayan gendeki kusurlar, hipo/hipertansiyon ve kas
yorgunluguna yol agan azalmig CBG iiretimi ile karakterize nadir bir hastalik olan

kortikosteroid baglayici globulin eksikliginin nedenidir.
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Kortikosteroid baglayic1 globulinin plazma derigimi, giinliik degisimin ¢ok az veya hig
olmadig1 ve yetigkin bireylerde yas, cinsiyet veya adet dongiisiine gore belirgin bir fark
gozlenmez. Bununla birlikte, gébek kordon kaninda, CBG normal yetiskin seviyesinin

yarisinda bulunur. Gebelik sirasinda artar, siroz durumunda azalir.

2.16.2. Albumin

Plazmada bulunan endojen steroidlerin 6nemli bir determinantidir. Kortikotropin baglayici
globulinden daha diisiik affinite ile kortizole baglanmaktadir. Albumin derisimindeki
degisiklikler, kortizoliin plazmadaki dagiliminda az degisiklige neden olmaktadir [158].

2.17. Kortizoliin Metabolizmasi

Kortizoliin temel metabolitleri 6p-Hidroksikortizol, 20-Dihidrokortizol,
Sa- ve 5B- Tetrahidrokortizol ve 5B-Tetrahidrokortizondur. Dogrudan kortizol metabolize
eden enzimler arasinda A-halkasi rediiktazlar1 (50- ve 5B- Tetrahidrokortizol), 6p-
hidroksilaz, 20-rediiktaz ve 11B-HSD’dir. Adrenal Kkortekslerinde 17-hidroksilaz

bulunmayan baglica glukokortikoid, benzer metabolizmaya maruz kalan kortikosterondur

[161].

2.17.1. 11p-HSD

Bu enzimler, kortizoliin doniistimiinii aktif olmayan metabolit kortizona doniisiimiinii kataliz
eder. 11B-HSD 2, kortizolii hizli bir sekilde kortizona doniistiiren ytiksek afiniteli NAD‘ye
bagl bir dehidrojenazdir [162, 163]. Plasenta dahil fetal yasam sirasinda bir¢ok dokuda
eksprese edilmesine ragmen, yetiskinlerde, aldosteronun distal nefron, ter bezleri, tiikiiriik
bezleri ve kolonik mukoza dahil olmak {izere sodyum atilimi iizerinde klasik etkilerini

indiikledigi esas olarak dokularda ifade edilir [164, 165, 166, 167].
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2.17.2. A-Halka rediiktazlar:

Sa- ve 5B- rediiktazlar, A-halkasinda Sa- ve 5B- dihidrokortizol olusturmak i¢in 4,5 ¢ift bagin
indirgenmesini katalize eder. Bu dihidro metabolitler daha sonra 3a-hidroksisteroid
dehidrojenaz ile karacigerde hizli bir metabolizmaya maruz kalir. Son reaksiyon hiz
siirlayict degildir ve kortizol metabolitlerinin ¢ogunlugu 5a- ve 5B- tetrahidrokortizol
olarak atilir. 5a- tetrahidrokortizol ayrica allotetrahidrokortizol olarak da bilinir. Bu
reaksiyonlar geri dondiiriilemez. 5B-rediiktaz, esas olarak karacigerde eksprese edilir, burada
safra asidi metabolizmasinda da biiyiik rol oynar. Sa-rediiktaz aktivitesi, farkli genlerden iki
izozim ile katalize edilir. Sa-rediiktaz tip 1 karacigerde, genital bolge disi ciltte, beyinde ve
daha az miktarda yag dokusu stromal hiicrelerinde ifade edilir. Metabolize kortizoliin yan1
sira, aynt zamanda testosterone daha gilicli androjen reseptorii antagonisti So-
dihidrotestosterona doniistiirlir. Sa-rediiktaz tip 2, insan karacigerinde, lireme davranisi,
prostat ve ciltte yer alan gelismekte olan merkezi sinir sisteminin spesifik alanlar1 olarak
ifade edilir. Son dokularda lokal androjen reseptorii aktivasyonunu ve erkek fenotipinin ve
sekonder cinsel 6zelliklerin gelisimine gelistirmek esastir. Kortizol metabolizmasina katkisi
kesin degildir [168, 169, 170, 171].



2.17.3. Polar steroidler

Sitokrom p450 mikrozomal enzimi 6B3-hidroksilaz ve 20-rediiktaz esas olarak karacigerde
eksprese edilir. Birincisi, glukokortikoidler tarafindan diizenlenir. Bu yollar, kortizol
metabolitlerinin sadece kiiciikk bir kismini olusturur, ancak sentetik glukokortikoidlerin
metabolizmasinda daha 6nemlidir. 200-203 HSD’ler ayrica tetrahidrokortikoidlerin kortol
ve kortolonlara indirgenmesini katalize eder. Son olarak p450scc ve 21-oksidaz, terminal

oksidasyon adimlarini 11 hidroksietiokolanolon ve kortolik/kortolonik asitlere katalize eder

[172].

Kortizol

Su-redﬁktai/ \ 5B-rediiktaz

Sa-tetrahidrokortizol

tetrahidrokortizol

/N

200-HSD

20-HSD

Sekil 2.21. Kortizoliin metabolizmasi
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2.18. Kortizoliin Biyolojik Etkileri ve Etki Mekanizmasi

Kortizol ve sentetik glukokortikoidler tip II kortikosteroid reseptoriine baglanir ve sonug
olarak GC-GR homodimeri glukokortikoidlerin karakteristik genomik etkilerine yol agan
kromatin igindeki glukokortikoid yanit elemanlarini aktiflestirmektedir. Sentetik

glukokortikoidlerin biyolojik etkisinin olmamasi bu sekilde agiklanmaktadir.

Antimitojenik etki oldugu i¢in GCs’ler, GC-CR kompleksi tarafinda c-juna baglanmasi
sonucunda gecikmis yanit genlerinin mitojen uyarilmis AP-1 transaktivasyonuna neden olur

bunun i¢in de GC-duyarli bir genin uyarilmasi gerekli degildir.

Glukokortikoidlerin etkileri reseptorlerine baglanmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Kortizol ve sentetik GC’lerin yiiksek diizeyleri kisa siirede goriilen nongenomik etkileri olan
ve GR icermeyen ya da gen ifadesinde bir degisiklik olmayan bir durum olarak bilinir

[173, 174].

2.18.1. Kortizoliin fizyolojik etkileri

Kortizoliin dolagimdaki diizeyleri sirkadiyen bir ritim gdstermektedir. Kortizol diizeyleri
sabah ilk saatlerde ve stres sonrasi belli diizeylerde artis gostermektedir. Bu artislar temel
fonksiyonlarin korunmasi agisindan énemlidir. Kortizol ve diger glukokortikoidler cesitli

yollarla enerji kaynagi olan glukozun korunmasini tesvik etmektedir.

Kortizol karacigerde glukoneojenik enzimlerin aktivitesini artirmaktadir. Glukozun hepatik
olusumunu artirarak hepatik glikojene doniisiimiinii uyarmaktadir. Insiilin glukoneojenezisi

stimiile eden kortizoli azaltmaktadir.

Kortizol, glikolizisi engelleyerek yag asitlerinin kullanimini kolaylastirir, iskelet kasi, yag
dokusu, kemik matriksi gibi dokulardaki glukoz kullanimini engellemektedir. Hormona
duyarh lipaz sentezini uyararak yag dokusundan yag asitlerinin serbest birakilmasini

kolaylastirmaktadir.

Kortizol, periferik dokularda glukoz kullanimini engelleyerek bu dokular {izerinde hafif

anti-anabolizan etki gdstermektedir.



51

Kortizol, diizenleyici sinyale maksimum yanit1 vermek i¢in sistemin bir¢ok bilesenlerini

yoneterek kardiyovaskiiler sistem iizerinde dnemli bir etkiye sahiptir.

Kortizol, renin-anjiyotensin sisteminin 6nemli bir diizenleyicisidir.

Kortizol, yeni kemik olusumunu azaltmaktadir. Ayrica osteoklastlarin sayisinin ve

aktivitesinin artmasina neden olmaktadir.

Kortizol, TSH sentez ve salinimi engellemektedir.

Kas dokusu tizerinde etkileri vardir ve protein yikimi sonucunda elde edilen glikojenik

aminoasitler karacigerde glukoneogenezde kullanilir.

Kortizol, retikiiler aktivasyon sistemini yeniden aktive ederek endojen uyusturucularin ve
duyusal sinyallerinin etkilerine karsi limbik sistemi, talamus ve hipotalamus bolgelerini
korumaktadir. Bu yiizden kortizol, stres iizerindeki davranigsal ve noéroendokrin tepkilerin

goriilmesinde 6nemli bir sahiptir [173, 174, 175, 176].

2.19. Kortizol ile Tliskili Hastaliklar

2.19.1. Adrenokortikol yetmezlik hastaliklar

Adrenal bez korteksinde meydana gelen hasar sonrasinda gelisen primer yetmezlik ve
hipotalamik-hipofiz adrenal akstaki bozukluga bagl kortikotropin veya ACTH salgilanmasi

sonucu gelisen sekonder yetersizlik olarak siniflandirilabilir [159].

Primer adrenal yetmezlik

Adenal bez korteksinde %70-90 civarinda kayip s6z konusu ise yetmezlik bulgulari ortaya
cikmaktadir. Kortizol salgis1 azaldigi zaman ACTH iizerindeki inhibisyon ortadan
kalkmaktadir ve plazma ACTH diizeyi yiikselmektedir. Bu durum adrenokortikal rezervinin

bir gostergesidir [158].
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Sekonder adrenal yetmezlik

Adrenal krizin en sik iyatrojenik sebebi uzun siire steroid kullanimina bagl adrenal atrofi

gelisen hastalarda steroidin aniden kesilmesidir. Sekonder adrenal yetmezlikte kortizol

seviyeleri diistiktiir [158].

Konijenital adrenal hiperplazi

Adrenal bezlerin yeterli miktarda kortizol ve/veya aldosteron iiretemedikleri ve asiri

androjen Urettikleri bir hastaliktir. Bu durum kortizol sentezi basamaklarindakienzimlerden

birinin defekti sonucunda ortaya ¢ikan bir durumdur [160].

En sik konjenital adrenal hiperplazi 21-hidroksilaz enzim eksikliginden kaynaklanmaktadir.

Androjenler

.
Kolesterol
4
17-a hidroksiprogesteron
N
21-
Hidroksilaz
/
> Kortizol sentezi|
Hipofizden ACTH
Kortizol salimm? Androjenlerin
)

Sekil 2.22. 21-hidroksilaz eksikligindeki kortizol tiretim defekti
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2.19.2. Cushing sendromu

Organizmada glukokortikoid fazlalig ile ilgili hiperadrenokortisizme “Cushing Sendromu”
denir. Olaylarin %85’inde ise hastalik hipofizden asir1 ACTH salinimi ile alakalidir.
ACTH’un salinmaya devam etmesi durumunda kronik kortizol artig1 goriilmektedir.

Sirkadiyen ritm bozulmus durumdadir. Kadinlarda daha sik goriilmektedir [158].

2.20. Kortizoliin Olciimii

Kortizol ayn1 zamanda Compound F, hidrokortizon olarak da adlandirilmaktadir. Kortizol,
diistik molekiiler agirlikli (MA-362,47 g/mol) bir lipofilik steroiddir. Kapali formiilii
C21H300s “tir.

2.20.1. Kortizol él¢iimiinde kullanilan yontemler ve prensipleri

Kortizoliin belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bunlar;

Fluorometri

Kimyasal derivatizasyona dayanan bir analiz tiiriidiir. Kortizol, ekstrakte edildikten sonra

etanolik siilfiirik asit ile florojenik bir kromojene ¢evirilmesi prensibine dayanir.

Yarismali proteine baglanmasi

Bu analiz tiirii bir radyoimmunoassaydir. Ekstraksiyon sonrasi numunenin kortizol baglayici

protein icin iyot 125 ile isaretlenmesine dayanir.

Radyoimmunoassay

Ekstraksiyon sonras1 numunenin kortizol baglayici protein igin iyot 125 yerine kortizole

spesifik antikor ile baglanmasina dayanur.
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HPLC (Yiksek Peformansli Sivi Kromatografi)

Kortizol, numunedeki diger bilesiklerden kromatografik olarak ayrilir, UV ya da floresans

dedektorle miktar belirlenmesine dayanir.

GC (Gaz Kromatografi)

Kortizol ilk dnce tiirevlendirilir ve kromatografik olarak ayrilir, alev iyonizasyon ile dedekte

edilmektedir.

GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi)

GC prensibi ile aynidir. Aradaki tek fark dedeksiyon (kantitasyon) islemi kiitle
spektrometresi MS ile yapilmaktadir.

LC-MS

GC-MS ile ayni prensipte ¢alismasinin haricinde HPCL’ye benzer bir metottur.

2.20.2. Kortizol referans araliklar

Kortizol diizeyini 6lgmek istedigimiz yontemlere baglh olarak referans araligi degismektedir.
ACTH diizeyi ile kortizol diizeyi paralellik gostermektedir. Ayrica sabah saatlerinde kortizol
diizeyi maksimum iken, aksam saatlerinde bu diizey azalmaktadir. Kortizol diizeyinin
artmasinin nedenleri arasinda stres, gebelik, glukortikoid ile tedavi, hipoglisemi

gosterilebilir. Referans araligi yasa bagl olarak degismemektedir [177].
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2.21. Metotlarin Tanimlanmasi
2.21.1. Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELIZA) 6l¢iim yontemi

Tiikiiriik kortizol ELIZA 6lciim yontemi

Kortizol ELIZA kitinin ¢alisma prensibi yarismali baglanma kinetigine dayanmaktadir.
Numune i¢indeki kortizol (antijen), mikroplaka tizerinde kaplanmis siirli sayida antikor
anti-kortizol'e (kat1 faz) baglanmak i¢in horseradish peroksidazi (HRP) ile konjuge edilmis
antijenik kortizol ile yarisir. Inkiibasyondan sonra, bagli / serbest ayirma, basit bir kat: fazli
yikama ile gergeklestirilir. Daha sonra, bagli fraksiyondaki HRP enzimi Substrat (H20.) ve
TMB Substrat ile reaksiyona girer ve Stop Soliisyonu (H2S04) eklendiginde sartya doniisen
bir mavi renk meydana getirir. Renk yogunlugu, numunedeki kortizol derisimiyle ters

orantilidir. Numunedeki kortizol derisimi (ug/dL) bir kalibrasyon egrisi ile hesaplanir.

_ Primer
l_! antikor
N

Antijen
ikincil antikor

uygulanir. lk o Enzim
7

-
Enzim ile isaretli primere ll\ 7\

uyumlu ikincil antikor & Substrat-kromoien
uygulanu-, RS 2UDSUAl-KTOHO]E1L

Son tiriinii renk veren
kromojen kullanilir

Sekil 2.23. Yarismali ELIZA kit calisma prensibi
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Tiikiiriik amilaz ELIZA 6lciim yontemi

Amilaz ELIZA kitinin ¢alisma prensibi, sandvi¢ enzim immunoassay’dir. Bu kit i¢inde
bulunan mikroplaka sAA'a 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve 6rnekler
daha sonra, sAA'a 6zgii bir biyotin-konjuge antikor ile uygun mikroplaka kuyucuklarina
eklenir. Daha sonra, Horseradish Peroxidase (HRP) konjuge edilmis Avidin, her bir
kuyucuga eklenir ve inkiibe edilir. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, sadece sAA,
biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin i¢eren kuyucuklarda renkte bir degisiklik
goriiliir. Enzim-substrat reaksiyonu ilave siilfiirik asit ¢ozeltisi ile sonlandirilir ve renk
degisikligi, 450 nm + 10 nm dalga boyunda spektrofotometik olarak &lgiiliir. Orneklerdeki

SAA derisimleri (ng/mL), ¢izilen standarda kars1 absorbans egrisinden bulunur.

Antljen _ Primer . — lkincil antikor Substrat
antikor A biofin )k ." )“ 0'! kromojen

Streptavidin enzim

kompleks
Primer antikor Biotinlenmis ikincil Streptavidin-enzim Kromojen soliisyonu
uygulanir antikor primer antikora kompleksi ilave edilir ve en sonda ilave edilir.
baglanur. biotinlenmis ikincil antikora

baglanur.

Sekil 2.24. Sandvi¢ ELIZA kit ¢alisma prensibi

2.21.2. Otoanalizor (Beckman Coulter DxI 800)

Otoanalizorler laboratuvarlarda yapilan her tiirlii analiz ve test islemini otomatik olarak hizli
ve giivenilir bir sekilde yapan robotik sistemlerdir. Ayni anda biiyiik miktarlardaki numune
test ve analiz edebilme yetenegine sahiptir. Otoanalizorler kanda ve diger sivilar icinde
bulunan kimyasal maddelerin ve ¢ok farkli 6zelliklerin tespit edilmesi i¢in yapilan testleri
ve incelemeleri otomatik olarak gerceklestirir. Otoanalizérler ¢ok hizli ¢alisir, ¢cok kaliteli

test ve analiz sonuclar iiretir, test maliyet diigiiriir, verimliligi arttirir.

Bu yontemde; serum, idrar gibi biyolojik sivilar i¢inde Olgiilmek istenen maddelerin
antikorlar1 (antibody) ile bunlarin antijenleri arasinda meydana gelen reaksiyonlar
kullanilarak olgiiliir. Hormon otoanalizérlerinde 6l¢iim i¢in immunoassay yontemi ile

entegre edilmis kemiliiminesans 6l¢iim teknolojisi kullanilarak yapilir. Bu yontemin tercih
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edilmesinini sebebi otoanalizor cihazlar ile uygulamaya ¢ok uygun olmasi, cok hassas ve

tekrarlanabilir sonuglar vermesidir.

Kemilliiminesans yoOntemi; Olgiilebilecek miktarlarda 151k iireten kimyasal reaksiyonlari
kullanan bir yontemdir. Reaksiyon neticesi yayilan 1518in miktart Sl¢lilmek istenilen
antijenin (hormon) miktar1 ile dogru orantilidir. Bu yontem ile ¢ok c¢esitli hormonlarin,
virlislerin, alerjiye neden olan maddelerin ¢ok hassas bir sekilde Slgiilmeleri miimkiin

olmaktadir.

2.21.3. Biyosensor

Biyosensor, biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan kii¢iik
algilayici cihazlardir. Biyoaktif tabaka yani biyolojik bilesendir. Biyolojik bilesen analiz
edilecek madde ile spesifik etkilesime giren bilesendir. Bunlar oldukg¢a spesifik olmalidir,

saklama kosullarinda stabil kalmalidir ve immobilize olmalidir [178].

Biyosensoriin bilesenleri bir¢ok sensor gibi reseptor ve doniistiiriicii olmak iizere iki ana
yapidan olugsmaktadir. Eger reseptoriimiiz biyomolekiiler yapida ise buna biyoreseptor denir.

Biyoreseptorler analiti fark edebilen molekiillerdir.

Déniistiiriictiler ise biyoreseptoriin analiti fark ettigi esnada iirettigi kimyasal veya fiziksel

sinyali elektrik sinyallerine doniistiiren yapilardir.

Biyosensor

enzimler .

Q 2 O molekiiler ' elektrlk.
] 0 damga ; elektrokimya
o o N : ' ! optik - _—
Girdi lektinler : e Yiikseltici Cikti
reseptorlar . termal
antikorlar i . akustic
O O Ynikteik | ' piezolektrik
@) asitler vb. ' vb.
: Kullanici Araytizii
Analit Biyoreseptdr Arayiiz Doénusturtciiler ¥
Molekiilleri

Sekil 2.25. Biyosensoriin sematik gésterimi
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Immobilizasyon

Biyokomponentlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden defalarca ve siirekli kullanabilmesi
amaci ile bazi tasiyicilar lokalize edilmesidir. Reseptorlerin doniistiiriiciiler iizerinde
immobilizasyonu fiziksel (polimer matrikse tutuklanma) veya kimyasal (¢apraz baglama)
yontemler ile gerceklestirilir. Immobilizasyon metodu immobilize edilecek

biyokomponentin yapisina gore belirlenir [178].

Kimyasal metotlar: Biyokomponent ile suda ¢oziinmeyen polimerlerin fonksiyonel
gruplari arasinda iki ya da daha fazla biyokomponent molekiilii arasinda kovalent veya kismi

kovalent bagin olusumuna dayanmaktadir.

Fiziksel metotlar: Biyokomponentlerin; elektrostatik etkilesimi, iyonik baglarin olusumu,
protein-protein etkilesmesi gibi fiziksel kuvvetler ile immobilize edilmesi veya
mikrokompartmanlar iginde tutuklamasi ve 6zel membranlar igeren sistemlerde lokalize

edilmesine dayanmaktadir.

Ideal bir bivosensoriin sahip olmasi gereken 6zellikler

Duyarlilik

Spesifik kimyasal taneciklerin derisimindeki degisime bagl olarak biyosensoriin sinyalinin
yiikselisindeki kararli hal degisimi olarak tanimlanmaktadir. Ideal bir biyosensor
duyarhiligimin, kullanim siiresi boyunca sabit kalmasi ve ileticinin sinyalinin elektronik

aletler tarafindan kolay algilanabilmesi i¢in yeteri kadar yiiksek olmas1 gerekmektedir.
Kalibrasyon

Ideal bir biyosensdr, hedef reaktifin bilinen degisik derisimlerini igeren standart ¢dzeltiler
ile kolaylikla kalibre edilebilmektedir. Teorikte bir biyosensoriin tekrarlanan 6l¢iimleri igin

bir kez kalibrasyon grafigi ¢izerek duyarliligin tespit edilmesi yeterli olmaktadir.
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Dogrusallik

Ideal bir biyosensoriin, sifirdan maksimum substrat derisimine kadar olan aralikta sabit bir

duyarlilig1 olmalidir. Pratikte dogrusal dar bir substrat derisimi ile sinirhdir.

Tayin sinir1

Bir biyosensor, ¢ok diisiik substrat derisimlerine cevap vermelidir. Pratikte kullanilan
elektrokimyasal ileticilerin diger iyonlardan ve ylizey reaksiyonlarindan etkilenmesinden
dolay1 diisiik olmasi gereken tayin sinir1 yiikselmektedir. Biyosensoriin kullanilabilir olmasi

icin, belirlenen reaktif derigsim araliginda tayin edilebilir olmas1 gerekmekedir.

Taban sinyali

Biyosensorlerde genellikle bir taban sinyali bulunmaktadir. Taban sinyali, biyosensorlerde
diisiikk tayin smirinin dogru olarak tespit edilmesini giiclestirmektedir. Akim sizintisi,
elektronik cihazdaki kiigiik bir potansiyel degisimi, biyosensoriin telindeki metal-metal

ertkilesimi, elektrokimyasal faktorler taban sinyalinden sorumlu olabilmektedir.

Histerisis

Olgiimler sirasinda lokal kimyasal gevrenin degismesi veya enerji adsorplamasi, sonraki
Olgtimleri etkileyebilmektedir. Yiiksek reaktif derisiminde yapilan olgiimler, sensoriin
elektroliz ¢ozeltisinin pH 1nin degismesine neden olabilmektedir. Enzim aktivitesi pH’dan
etkilendiginden 6zellikle enzim bazli biyosensdrlerde bu problem olmaktadir. Ideal bir

biyosensor dnceki dlglimlerden etkilenmemeli ve sifir histerisise sahip olmalidir.

Sapma

Bir biyosensor kullanimi boyunca sabit bir duyarliliga sahip olmalidir. Duyarlilik elektrot
yiizeyinde oksit olusumu, protein veya bazi kimyasal maddelerin elektrot yiizeyine

adsorpsiyonu gibi faktorlerden dolay1 azalabilmektedir.
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Secicilik

Ideal bir biyosensoriin sadece hedef reaktifin derisim degisimlerine cevap vermesi, diger
kimyasal taneciklerden etkilenmemesi gerekmektedir. Girisim veren taneciklerin
derisiminden kaynaklanan sinyaller ile hatali reaktif Ol¢iimleri elde edilebilmektedir.
Girisimin oldugu durumlarda numune baska kimyasal ileticilerle 6l¢lilmeli ve biyosensor

sinyali diizeltilmelidir.

Sicaklik

Difiizyon katsayilari, sivinin kimyasal ¢coziintirliigii gibi fiziksel 6zellikler ve biyosensoriin
yapiminda kullanilan materyaller sicaklik ile degismektedir. Enzim katalizli reaksiyonlarin
hizlar1 sicakliga cok duyarlidir. Bazi kimyasal reaksiyonlarin sonucunda olusan 1si,
biyosensoriin sicakligini degistirmektedir. Olgiimlerin termostatli su banyosu kullanilarak
izotermal ortamlarda gergeklestirilmesi gerekmektedir. Biyokomponentlerin kararliliklar

oldukea diisiiktiir.

Kullanim stiresi

Bir biyosensoriin 6mrii, yapilan 6l¢iimlerin sayisi Ve dlgiilen reaktifin derisimine bagli olarak
degismektedir. Yiiksek derisimler, duyarlilikta daha cabuk diisiise neden olmaktadir.

Saklama kosullar1 son derece 6nemlidir. Belirli sicakliklarda saklanmasi gerekmektedir.

Biyouyumluluk

Tibbi uygulamalarda kullanilacak biyosensorler icin son derece Onemlidir. Hastalik
tedavisinde ve insan viicuduna biyosensdr implantasyonlar1 énem kazanmaktadir. Kan
akimina dogrudan daldirilan biyosensdrlerin kanin pihtilagmasina neden olmamasi gerekir.
Biyosensoriin doku uygulamasi sonrasit olusabilecek enfeksiyon ve yara biyouyumlu
olmadigin1 gosterir. Biyouyumlu materyallerin sterilizasyonu ileticinin duyarliligini
etkilemeden ve biyokomponentlerin biyolojik aktivitesini bozmadan yapilabilmesi

gerekmektedir.
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2.22. Metot Validasyonu

Bir metodu degerlendirirken dikkat edilmesi gereken belli noktalar vardir. Bu noktalar

saglandig1 zaman basgarili bir metot karsilastirilmasi yapilabilmektedir.

Bir metodu degerlendirirken oncelikle kullanim amacinin belirlenmesi, istenilen verilerin
toplanmasi, dogru calismalarin planlanip, uygulanmasi ve son olarak da istatistiksel
parametrelerden yararlanilmaktadir. Ancak istatistiksel parametrelerin kullanilmasi tek

basina yeterli degildir, laboratuvar maliyetleri de géz ontline alinmalidir.

Bir islemin, siirecin ya da metodun istenilen sekilde ¢alisip ¢alismadigini ve kullanim
amacini karsiladigin1 géstermesi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi gegerlilik

calismasina validasyon (gegerli kilma) denir [179].

Verifikasyon (dogrulama) ise, farkli yerlerde yapilan ¢aligmalar ile analitik performans

parametreleri belirlenmis olan yontemin laboratuvarda teyit edilmesidir.

2.22.1. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, deneysel bir sonucun gercek veya kabul edilen degere yakinligi olarak
tanimlanmaktadir. Dogrulugun 6l¢iisii, hatanin biiyiikliiglinii géstermektedir. Biiyiikliigiin
gercek degeri hi¢ bir zaman tam olarak bilinmediginden, dogruluk tam olarak tayin

edilemez.

Dogruluk bagil bir terimdir. Mutlak hata ve bagil hata ile agiklanmaktadir.

Mutlak hata, dlgiilen deger ile gercek deger arasindaki farktir. Mutlak hatanin negatif veya
pozitif olmasina bagli olarak bir isareti vardir. Eger sonucumuz diisiik ise isaret negatif,

sonug biiylik ise isaret pozitiftir.

Bagil hata ise, mutlak hatanin gercek degere orami olarak ifade edilmektedir. Sonuglarin

biiyiikliigiine gore bagil hata, yilizde, binde veya milyonda bir cinsinden ifade edilmektedir.
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Sapma (Bias)

Bir analitik yontemdeki sistematik veya belirli hatalarin 6l¢iistidiir.

2.22.2. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, sonuglarin tekrarlanabilirligi olarak tanimlanmaktadir ve iki veya daha fazla tekrar
ile elde edilen sonuglarin veya tamamen ayni yolla elde edilen 6l¢giim sonuglarinin sayisal
degerlerinin aralarindaki uyumdur. Kesinlik ayn1 zamanda rastgele veya belirsiz hatalarin

bir ol¢iisiidiir.

Kesinligi ifade etmek i¢in yaygin olarak 3 terim kullanlmaktadir. Bunlar; standart sapma,

varyans ve varyasyon katsayisidir.

Standart sapma

Standart sapma, bir demet bulgunun aritmetik ortalama gevresindeki dagiliminin 6l¢iistidiir.
Standart sapma biiyiidilk¢e dagilimin yayginligi artar. Dagilimdaki dengeler ayni ise
yayginlik yoktur ve standart sapma sifirdir. Standart sapma hesaplanirken dagilimdaki tiim

degerler dikkate ahnur.

Varyans

Standart sapmanin karesine varyans denir. Varyansin birimi karesel oldugu i¢in yayginlik

ol¢iitii olarak veriyi tanimlamada pek kullanilmaz [179].

Varyasyon katsav1s1

Degisim katsayis1 dagilimdaki verilerin ortalamaya gore yilizde kaglik degisim gosterdigini

belirler. Kesinligin 6l¢iistidiir.
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2.22.3. Duyarhhk

Bir analitik derisimindeki kiigiik farklar1i ayirdedebilme kabiliyetinin bir O6lgiistidiir.
Duyarlilign iki faktor sinirlar. Bunlar; Kalibrasyon egrisinin egimi ve Ol¢im aracinin

kesinligi/tekrarlanabilirligidir.

2.22.4. Analitik ozgiilliik

Yontemin dogrulugu ile iliskili bir parametredir. Ilgili analiti 6lgme yetenegidir.

2.22.5. Analitik aralik

Bir analitik yontemin c¢alisma araligi tayin edilebilen en diisiik derisimden (LOQ),
kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi derisime kadar olan araligi
kapsamaktadir. Dogruluk ve kesinlik degerleri bu aralikta birbirine yakin olmalidir.

Dogrusalliktan s6z edebilmek igin 2> 0,99 olmalidr.

2.22.6. Tayin sinir1

Limit of Quantitation; LOQ (Ol¢iim Limiti): Kesin kantitatif bir 6l¢iim icin en diisiik

siirdir.

Limit of Blank (LOB): Analit igermeyen bos bir numune test edildiginde bulunmasi

beklenen muhtemel en yiiksek analit derigimidir.

Limit of Detection; LOD (Gozlenebilme sinir1): Analitin analitik bir yontemle tayin

edilebilecek en diisiik derisimidir.

2.22.7. Geri Kazanim

Y 6ntemin numuneye eklenen belirli miktardaki analiti dogru okuyabilme yetenegidir.

Analiz sonucunun teorik degere oraninin yiizdesi geri kazanim degerini vermektedir.
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2.22.8. Girisim (Interferans)

Analit disindaki bagka bir maddenin etkisi ya da 6rnekten kaynakli, 6l¢iilen analit

derisiminde anlamli bir sapmanin olusmasidir.

2.22.9. Tasima (Carryover)

Genelde otomatik sistemler icin yapilmaktadir. ilk 6rnekten bir sonraki 6rnege aktarma olup

olmadigini, oluyorsa bu kabul edilebilir mi bunu gostermek i¢in yapilmaktadir.

2.22.10. Matriks etkisi

Ayn1 zamanda salinan fosfolipidler ve farkli bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Degisken

olabilir ve tahmin etmek oldukga zordur. Analitin iyonizasyonunu etkiler.

2.22.11. Yontem karsilastirma

Calismada kullanilan metotlarin dogrulugunu 6l¢mek i¢in calismalar es zamanli olarak
yapilir ve sonuglar karsilastirilir. Yontem karsilastirma ¢alismalarinda yontemler arasindaki
degerlendirmeyi Scatter Plot, Bland-Altman ve Deming regresyon grafikleri saglamaktadir.
Kullanilan {i¢ yontem ile elde edilen 6l¢iim sonuglar1 arasindaki farkin ortalamalarina karsi
gosterdigi sagcilim Bland-Altman uyum grafigi ile degerlendirilmektedir. Yontemler
arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in Deming regresyon analizi  yapilmaktadir
[180, 181, 182, 183].

Bland-Altman grafigi gercek deger ve hata arasindaki olas1 korelasyonun degerlendirmesine
imkan saglamaktadir. Ayrica Bland-Altman grafigi rastgele hatanin degerlendirmesini de

saglamaktadir.

Yontemler arasindaki uyumu incelemede kullanilan yontem regresyon analizidir. Deming
regresyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde test metodu ile referans metot ile elde

edilen verilerin bagimsiz oldugu kabul edilir [182, 183].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda ornekleri toplama ve saklama asamasinda 6zellikle kortizol i¢in tasarlanmis
polipropilen (PP) / diisiik yogunluklu polietilen (LD-PE) materyalden yapilmis SARSTEDT
marka Salivette tlipler kullanildi. Bu tiipler kiigiik hacimlerdeki orneklerden analitik

performansi yiiksek sonuglar elde edilmesini saglar (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tiikiirtik toplama kab1 (SARSTEDT marka)

23 geng eriskin bireylerden tiikiiriik &rnekleri toplandi. Ornekleme zamam ve giinliik
degisimlerin tiikiirlik metabolitlerinin derisimleri tizerindeki etkisini degerlendirmek icin
tukiiriik numuneleri 08:00-09:00 saatleri arasi, stres 6ncesi (12:00) ve stres sonrasi (habersiz
sinav sonras1) 14:00-15:00 saatleri arasinda toplandi. Tikiiriik numunelerini toplama
oncesinde geng eriskin bireyler 1 saat icerisinde dislerini firgalamamak, sigara icmemek, su
disinda herhangi bir sey yiyip icmemek konusunda bilgilendirildi. Ornek alinan bireylere ait
bilgiler EK-2 Arastirma Anket Formu ile kaydedildi. Numuneler, 48 saat igerisinde ¢alisildi,
dondurma/¢ozdiirme yapilmadi. Bireylerden, pamuklar1 1 dakika boyunca agizlarinda

bekleterek tamamen tiikuruk ile 1slatmalart istendi. Sonrasinda 30 dk bekleme ve 15 dk
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3200 g’de santrifiij yapildi. Her numunenin pH’1 analiz yapilmadan 6nce dl¢iilmiistiir.

Ortalama pH i¢in aralik 7,6440,16 “dir.

Yapilan ¢alismada geng eriskin bireylerin (n=23) yas ve VKI ortalama ve standart sapmalari

sirastyla 20,5+0,947 ; 21,543,51 bulunmustur.

Calismaya katilan geng erigkin bireylerden yeterli bilgilendirme sonrasinda yazili onam
belgesi alind1. Calisma icin Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan

12.11.2018 tarih 831 sayili karar numarast ile onay alinmistir.

Yapilan ¢alismada kullanilan ELIZA, otoanalizor ve biyosensor yontemlerini kiyaslamak
amactyla Kibris Saglik ve Toplum Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
ogrencilerinden toplanan tiikiiriik drneklerinin, ELIZA ve biyosensér ile analizleri ayni
iniversitede es zamanli olarak tamamlandi. Otoanalizér de c¢alisilmast planlanan
parametreler icin ayrilan 6rnekler de Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali’nda calisildi.

3.2. Kullanilan Cihaz, Malzemeler ve Kitler

Calismada kullanilan gerecler ve kimyasallar asagidaki gibidir.

3.2.1. Cihazlar

e Au Calisma Elektrodu

e Palm SensBiyosensor (Hollanda)

e Platin Tel Yardimci Elektrot (CHI115,A.B.D)
e Sonikator

e Santrifij

e \ortex

e pH metre

e Ayalanabilir otomatik pipetler

e Otomatik Eliza okuyucu ve yikayicisi

e Otoanalizor (Beckman Coulter Dx1 800 Immunoassay System)
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3.2.2. Kimyasallar

e Distile/Bidistile su

e Gluteraldehit (Sigma)

e NaOH (Sigma)

e HCI (Sigma)

e Allimina (Sigma)

e Aliimina soliisyonlar1

e 996 Etanol (Sigma)

e Sigir Serum Albumini (BSA)
e Jelatin

o Kortizol antikoru

e Amilaz antikoru

3.2.3. Kullanilan ¢ozeltiler

Fosfat tamponu: 0.1 M Fosfat tamponu hazirlandi (Disodyumhidrojen fosfat ve
monosodyumhidrojen fosfat) ve ¢ozeltinin pH’1 0.1 M NaOH ve HCI kullanilarak 7.0 ‘e
ayarlandi. Farkli derisimlerdeki ve pH daki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in de ayn1 yol

izlendi. Tampon ¢6zelti +4 °C’de sakland.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI saf su ile seyreltilerek 0.1 M derisimde ¢ozelti

hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 haldeki sodyum hidroksit saf suda ¢oziilerek 0.1 M

derisimde ¢6zelti hazirland.

3.2.4. Kitler

e Kortizol Tiikiiriik ELIZA kiti (Diametra-lmmunodiagnostic System; Lot:4817A)

e Amilaz Tiikiiriik ELIZA kiti ( USCN SEB482Hu Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELIZA) Kit For Amylase Alpha 1, Salivary (AMY1)
Lot:L.181030297)
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3.3. Analiz Yontemleri

3.3.1. ELiZA

Tiikiiriik kortizoliit ELIZA prosediirii

25 ul standart, kontrol ve numuneler kuyucuklara pipetlendi. 200 pl enzim konjugati her
kuyucuga eklenerek, 37 °C’de oda 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 3 kez 300 pl
yikama soliisyonu ile yikanarak her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi. 15 dakika
oda 1sisinda karanlika 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 cizilmis kalibrasyon grafiginden yararlanilarak numunelerdeki kortizol

derisimleri (Pg/dL) hesaplandi.

Tiikiiriik amilaz1 ELIZA prosediirii

Her kuyucuga 100 pL standart ve numuneler pipetlendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
100 pL Detection Reagent A eklenerek ve 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi. 3 kez 350 uL
yikama soliisyonu ile yikanan her kuyucuga 100 pL Reagent B eklenerek ve 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi. 5 kez 350 pL yikama soliisyonu ile yikandi. Her kuyucuga 90 uL
substrat soliisyonu eklenerek 10-20 dakika inkiibe edildi. Stop soliisyonu eklendikten sonra
450 nm’de mikroplate okuyucuda okutuldu. Standartlara gore cizilmis kalibrasyon

grafiginden yararlanilarak numunelerdeki sAA derisimleri (ng/mL) hesaplanda.

3.3.2. Otoanalizor (Beckman Coulter DxI 800)

Otoanalizor Prosediirii

Geng eriskin bireylerden alinan tiikiiriik 6rneklerinden bakilan kortizol, amilaz ve
elektrolitler kemiliiminesans yontemler ile Beckman Coulter DxL 800 otoanalizériinde

olgtildii.
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Numune ve reaktif iginde 6zel olarak bir manyetik bilyenin bulundugu test kabina konur. Bu
kap cihaz tarafindan ara sira sallanarak 37°C’de bekletilir. Inkiibasyondan sonra test kabi
dikey eksende yiiksek hizda dondiiriiliir. Bu donmenin sonucunda kap i¢inde bulunan sivilar
kabin digina ¢ikarilir. Bir dizi yikama isleminden sonra bilyeye tam olarak tutunmamis olan
maddeler bilyeden ve test kabinin iginden c¢ikarilir. Kemiliimiinesans madde test kabina
eklenir. Bunun sonucunda isima ortaya ¢ikar. Bu 1s1ma yiiksek hassayetli bir foton sayici ile

okunur. Bu 1s1manin miktari él¢iilmek istenilen madde ile orantilidir.

\

Sekil 3.2. Immunoassay cihazlarda kullanilan kemiliiminesans yontem

3.3.3. Biyosensor

Yapilan ¢alismada kortizol ve amilaz i¢in hazirlanan biyosensor de daha dnceden optimize

edilmis bir metot kullanilmaktadir [180, 186].

Kortizol ve Amilaz Tayinine Yo6nelik Immobilize Edilmis Biyosensor Hazirlanmasi

Au elektrot yiizeyinin hazirlik prosediirii

Elektrot Temizleme: Nanopolimer ile kaplanmadan dnce, Au seramik elektrodun yiizeyi,
mikrofiber bez iizerindeki aliimina soliisyonlari ile parlatilmis ve bir ayna yiizeyi elde
edilmistir. Parlatilan elektrot, distile damitilmis su ile durulanmistir. Istenmeyen emilebilir
parcaciklarin (absorblanmis partikiillerin) giderilmesi i¢in, elektrot ilk dnce saf etanolde ve
daha sonra 10 dakika boyunca distile su icerisinde sonikatorde bekletildi. Kortizol i¢in, bir
sonraki adimda, elektrodun elektrokimyasal temizligi 0,1 M HNO3 ¢6zeltisi igerisinde

-1,0 ile +1,0 V arasinda degisen art arda 5 dongiisel voltammogram ile ger¢eklestirilirken,
amilaz igin ayn1 ¢6zelti i¢erisinde ve ayn1 volt araliginda art arda 10 dongiisel voltammogram

ile gergeklestirildi.
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Kortizol spesifik antikorunun Au elektrot yiizeyine immobilizasyonu: Kortizol i¢in
temiz elektrotun ylizeyine oda sicakliginda Poly Hema-MAC ile modifiye elektrot
olusturulurken, amilaz i¢in ise BSA-Jelatin ile modifiye elektrot olusturuldu. Bu siire¢lerin
sonunda, kortizol ve amilaz antikorunun immobilizasyonu, modifiye elekrot ylizeyinde
anilin (20 mikrolitre kortizol/amilaz antikoru ve 20 mikrolitre anilin) ile gergeklestirildi. Son
olarak, UV 15181 altinda 1 saat boyunca g¢apraz baglayict ajan (%2,5 glutaraldehit) ile
immobilize olmus antikor tutuklamasi yapildi. Elektrot, bi-distile su ile duruland1 boylece

baglanmayan maddeler uzaklastirildi.

Elektrokimyasal o6lciim prensibi: Biyosensoriin, termostatik reaksiyon hiicresine
yerlestirilen oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina dayanarak olgiimii, kortizol igin
35°C’de hazirlanan mediyator kompleksi olarak fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) ve
potasyum ferrosiyaniir [KsFe(CN)e] igerirken amilaz igin ise, 30° C’de, hazirlanan
mediyator kompleksi olarak fosfat tamponu (50 mM, pH 6,5) ve potasyum ferrosiyaniir
[KsFe(CN)e] igermektedir. Antijen-antikor etkilesiminin yiik aktarma kapasitesindeki

(elektrokimyasal potansiyel farki) fark biyosensor ile dl¢tilmiistiir.

3.4. Metot Karsilastirma Calismasi

Yapilan ¢alismada kullanilan ELIZA, otoanalizoér ve biyosensdr yontemlerini kiyaslamak
amaciyla Kibris Saglik ve Toplum Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
ogrencilerinden toplanan tiikiiriik &rneklerinin, ELIZA ve biyosensorle analizleri
iiniversitede es zamanli olarak tamamlandi. Otoanalizér de c¢alisilmas1 planlanan
parametreler icin ayrilan 6rnekler de Gazi Universitesi Tip Fakiilteai Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali’nda calisildi.
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3.5. istaistiksel analiz

SPSS 18 istatistik programi, Jamovi ve Excel (XLSTAT) programlari kullanilarak
istatistiksel analiz gergeklestirildi. Uygulanan tiim yontemlerde numunelerin ortalamalari ve
standart sapmalar1 alind1. Parametreler arasi iliskilerde Pearson korelasyon analizi kullanildu.
Sonuglar %95’lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Yo6ntem
karsilastirma ¢alismasinda elde edilen Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELIZA),
kemiliiminesans immunoassay (otoanalizor) ve biyosensor verilerinin regresyon analizleri
gergeklestirildi. Yontemler arasi mutlak uyum degerlendirmek amaciyla Bland-Altman
grafikleri, yontemler arasi iliskisel uyumu gostermek amaciyla da Deming regresyon

analizleri gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kortizol ELIZA Yéntemi icin Kalibrasyon Egrisi

Kortizol i¢in dogrusallik belirleme c¢alismasinda Ci: ‘dan Cs ‘ya kadar numaralandirilmis
kalibratorlere karsilik gelen standart derisimleri (sirasiyla 0,5, 1, 5, 10, 20, 100 ng/mL)
kullanildi. Kortizol i¢in dogrusallik belirleme caligmasinin sonuglar1 Cizelge 4.1.°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Kortizol i¢in kalibrasyon ¢alismasi

Kalibrator Derisim Ham Backfit | Geri kazanim
Veri %
Standartl 0,5 2,17 > Curve -
Standart2 1 2,07 1,385 138,5
Standart3 5 1,58 6,042 120,8
Standart4 10 1,36 8,174 81,74
Standart5 20 0,546 23,84 119,2
Standart6 100 0,176 75,66 75,66
‘ — APL @ Standard‘ a 0,0915
2,5 b -1,639
c 11,13
) —— d 213
. \ MSE 0,009475
T 15 L) R? 0,9826
5 \ SS  0,05685
5 SYX 0,1686
o
=
0,5
0 f f |
0,1 1 10 100
Derigim

Sekil 4.1. Kortizol i¢in kalibrasyon grafigi
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Geng erigkin bireylerde sabah, stres oncesi ve stres sonrasi tiikiiriik kortizolii i¢in farkli

yontemler ile ¢aligma sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.2 ‘de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Geng eriskin bireylerde sabah, stres dncesi ve stres sonrasi farkli yontemler ile

calisma sonucunda elde edilen kortizol diizeyleri

SABAH (08:00-09:00) STRES ONCESI (12:00) STRES SONRASI (14:00-15:00)
Kortizol pg/dL
Birey ELIZA Otoanalizér Biyosensor ELIZA Otoanalizor Biyosensor ELIiZA Otoanalizér Biyosensor
1 9,63 6,4 9,5 3,56 3,3 3,62 8,47 51 8,48
2 10,33 9,4 10,63 5,93 4.8 5,89 6,04 54 6,06
3 6,26 55 6,31 5,82 52 59 10,45 4,5 11,13
4 6,5 55 6,41 9,1 7 9,26 8,44 8,7 9,04
5 10,94 13,1 11,24 7,13 3,3 7,42 11,91 6,6 13,19
6 8,71 9,3 8,91 9,93 3,6 10,32 13,64 6,6 13,64
7 12,28 11,4 14,14 2,52 6,6 19,18 10,59 10,1 12,09
8 16,92 13,1 19,72 16,13 3,7 18,61 13,59 - 15,16
9 8,33 8,4 8,5 2,56 13,4 - 8,94 10,6 9,36
10 11,06 9,5 11,71 6,16 2,8 6,47 11,53 6,1 12,73
11 17,18 13,9 16,25 9,96 2,6 9,71 37,02 7,4 23,94
12 9,01 7,6 9,89 12,47 6,5 13,31 10,19 51 10,98
13 7,75 6,9 8,24 9,25 9,6 10,56 11,51 - 13,34
14 13,52 11,9 14,22 9,59 3,7 10,25 15,5 - 17,12
15 11,64 9,3 10,91 13,08 3,9 15,28 19,5 - 18,36
16 8,4 6,1 7,98 10,87 9,2 11,38 10,06 54 11,43
17 9,02 10,4 10,28 8,39 7,4 7,98 10,62 52 11,88
18 8,68 10,1 9,33 8,15 5,6 8,69 13,65 11,1 12,63
19 13,77 13,6 12,52 10,99 55 10,74 12,37 7,3 13,29
20 5,88 59 6,35 9,76 6,8 10,52 11,97 - 10,82
21 12,43 10,9 12,97 9,56 6,1 10,22 13,59 91 12,87
22 12,51 8,5 11,83 11,37 51 11,67 10,98 59 11,61
23 16,76 15,5 14,68 6,43 6,7 8,64 10,84 8,1 11,36

Her ii¢ yontem ile karsilastirilan tiikiiriik kortizol diizeyleri sonuglarinin yontemler
arasindaki farkliliklarin, sabah, stres oncesi ve stres sonrasi kortizol diizeyleri arasindaki
farklilasmadan olup olmadigini tespit etmek i¢cin One-Way ANOVA analizi ile istatisitiksel
olarak degerlendirildi. Tikiiriik kortizol diizeylerine iliskin ortalama standart sapma ve

standart hata degerleri Cizelge 4. 3°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sabah, stres oncesi ve stres sonrasi tiikiiriik kortizol diizeylerine iliskin

istatistiksel veriler

Olgiilen Yontemler Gruplar n Ortalama S@"JaT  standart
sapma hata
Eliza Sabah 23 10,76 3,30 0,688
stres Oncesi 23 8,64 3,33 0,695
stres sonrasi 23 12,67 5,96 1,242
Otoanalizor Sabah 23 9,66 2,93 0,611
stres Oncesi 23 5,76 2,54 0,530
stres sonrasi 18 7,13 2,06 0,485
Biyosensor Sabah 23 12,12 7,23 1,507
stres Oncesi 22 9,47 3,65 0,779
stres sonrasi 23 12,63 3,61 0,753

Cizelge 4.4. Varyanslarin homojenligi

F df1 df2 P
Eliza 0,320 2 66 0,727
Otoanalizér 1,098 2 61 0,340
Biyosensor 1,160 2 65 0,320

Varyanslarin homojenligi tablosunda p (anlamlilik) degeri 0,05 ten biiyilik oldugu i¢in

varyanslarin homojen oldugu kabul edilir (Cizelge 4.4).
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Kullanilan yontemlerin kortizol diizeylerinin belirlenmesi tizerinde etkili olup olmadigini

anlamak i¢cin One-Way ANOVA analizi yapilmistir. Cizelge 4.5’de p degerleri incelenmistir.

Cizelge 4.5. One-Way ANOVA degerleri

F df1 df2 P
Eliza 4,87 2 66 0,011
Otoanalizér 13,58 2 61 <,001
Biyosensor 2,43 2 65 0,096

Not. * p <,05, ** p <,01, *** p <,001

p<0,05 oldugu i¢in karsilastirilan gruplarin ortalamalar1 arasinda incelenen 6zellik
bakimindan anlamli bir fark oldugu goriildii. Bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigini

tespit etmek icin ¢oklu kargilagtirma (Post-Hoc test) yapildi.

Calismamizdaki gruplar arasinda kullanilan yontemler bakimindan fark oldugu ve

varyanslarin homojen dagildigini tespit ettik.
Varyanslar homojen dagildigi i¢in Post Hoc testlerinden Tukey kullanilmaistir.

Tiim gruplar her ii¢ yontem i¢in ayr1 ayr1 birbiri ile karsilastirildi ve aralarinda anlamli fark
olup olmadig test edildi. Cizelge 4.6, Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de gruplarin kullanilan

yontemler ile kargilagtirilmasi verilmektedir.
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Cizelge 4.6. Tukey Post-Hoc-ELIZA i¢in gruplarin birbiri ile karsilastiriimasi

Tukey Post-Hoc Test - Eliza

Sabah Stres oncesi Stres sonrasi
Sabah Ortalama fark — 2,12 -1,91
t-degeri — 1,64 -1,48
Df — 66,0 66,0
p-degeri — 0,235 0,308
Stres oncesi Ortalama fark — -4,03 **
t-degeri — -3,12
Df — 66,0
p-degeri — 0,007
Stres sonrasi Ortalama fark —
t-degeri —
Df —
p-degeri —

Not. * p <,05, ** p < ,01, *** p <,001

Sabah tiikiiriik kortizol diizeyleri ile stres oncesi kortizol diizeyleri karsilastirildiginda bu
gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 2,12 bulunmus ve yapilan karsilastirma sonucunda
p degeri 0,05 ‘ten (p=0,235) biiyiik oldugu i¢in iki grubun ortalamalar1 arasinda anlamli bir
fark olmadigina karar verilebilir. Sabah ve stres dncesi kortizol diizeylerinin ortalamalarina
Cizelge 4.3 e bakacak olursak sabah (10,76) stres oncesi de (8,64) oldugu goriiliir. Sabah
alman orneklerdeki kortizol diizeylerinin ortalamalarinin stres dncesine gore istatistiksel
olarak biiytiktiir. Ancak Post-Hoc Testinde ortalamalar arasinda fark olmadig: i¢in bu iki
grubun ortalamasi birbirine esit gibi diisiinebilir ve farkli goriinse de aslinda aralarinda fark

yoktur.

Sabah tiikiirtik kortizol diizeyleri ile stres sonrasi kortizol diizeyleri karsilastirildiginda bu
gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark -1,91 bulunmus ve yapilan karsilastirma sonucunda
p degeri 0,05’ten (p=0,308) biiyiik oldugu i¢in aralarinda anlamli bir fark olmadigina karar
verilebilir. Sabah ve stres sonrasi kortizol diizeylerinin ortalamalarma Cizelge 4.3’te
bakacak olursak sabah (10,76) stres sonrasi da (12,67) oldugu goriiliir. Burada da iki grubun

ortalamasi birbirine esit gibi diisiintilebilir ve aralarinda fark yoktur.
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Stres Oncesi ve stres sonrasi tlikiiriik kortizol diizeyleri karsilastirildiginda ortalamalari
arasindaki fark -4,03 bulunmus ve karsilastirma sonucunda p degeri 0,05’ten (p=0,007)

kiigiik oldugu i¢in aralarinda anlamli bir fark vardir.

Cizelge 4.7. Tukey Post-Hoc Test-Otoanalizor igin gruplarin birbiri ile karsilastirilmasi

Tukey Post-Hoc Test - otoanalizor

Sabah  Stres oncesi  Stres sonrasi

Sabah Ortalama fark — 3,90 2,53 **
t-degeri — 5,15 3,13
Df — 61,0 61,0
p-degeri — <,001 0,007

Stres 6ncesi  Ortalama fark — -1,37
t-degeri — -1,69
Df — 61,0
p-degeri — 0,217

Stres sonrasi  Ortalama fark —
t-degeri —
Df -
p-degeri —

Not. * p <,05, ** p <,01, *** p <,001

Otoanalizor de sabah alinan tiikiiriik korizol diizeyleri ile stres oncesi kortizol diizeyleri
karsilastirildiginda bu gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 3,90 bulunmus ve yapilan
karsilagtirma sonucunda p degeri 0,05‘ten (p=0,001) kii¢iik oldugu icin iki grubun
ortalamalar1 arasinda anlaml bir fark vardir. Cizelge 4.3’e bakacak olursak sabah (9,66)
stres Oncesi (5,76) oldugu goriilir Sabah alinan Orneklerdeki kortizol diizeylerinin

ortalamalarinin stres dncesine gore istatistiksel olarak biiytiiktiir.

Sabah tiikiirtik kortizol diizeyleri ile stres sonrasi kortizol diizeyleri karsilastirildiginda bu
gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 2,53 bulunmus ve yapilan karsilastirma sonucunda

p degeri 0,05’ten (p=0,007) kiiglik oldugu i¢in aralarinda anlaml bir fark vardir.
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Stres Oncesi ve stres sonrasi tlikiiriik kortizol diizeyleri karsilastirildiginda ortalamalari
arasindaki fark -1,37 bulunmus ve yapilan karsilastirma sonucunda p degeri 0,05’den

(p=0,217) biiyiik oldugu i¢in aralarinda anlamli bir fark yoktur.

Cizelge 4.8. Tukey Post-Hoc Test-Biyosensor i¢in gruplarin birbiri ile kargilagtiriimasi

Tukey Post-Hoc Test - biyosensor

Sabah Stres oncesi Stres sonrasi

Sabhah Ortalama fark — 2,65 -0,514
t-degeri — 1,73 -0,339

Df — 65,0 65,0

p-degeri — 0,203 0,939

Stres oncesi Ortalama fark — -3,160
t-degeri — -2,063

Df — 65,0

p-degeri — 0,106

Stres sonrasi Ortalama fark —_
t-degeri —

Df —

p-degeri —

Not. * p <,05, ** p <,01, *** p <,001

Biyosensor de sabah alinan tiikiirik kortizol diizeyleri ile stres oncesi kortizol diizeyleri
karsilagtirildiginda bu gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 2,65 bulunmus ve yapilan
karsilagtirma sonucunda p degeri 0,05’ten (p=0,203) biiyiikk oldugu ic¢in iki grubun
ortalamalari arasinda anlamli bir fark olmadigi séylenebilir. Burada da iki grubun ortalamasi

birbirine esit gibi diisiiniilebilir ve aralarinda fark yoktur.

Sabah tiikiirtik kortizol diizeyleri ile stres sonrasi kortizol diizeyleri karsilastirildiginda bu
gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark -0,514 bulunmus ve yapilan karsilastirma sonucunda
p degeri 0,05’ten (p=0,939) biiyiik oldugu i¢in aralarinda anlamli bir fark olmadigina karar
verilebilir. Sabah ve stres sonrasi kortizol diizeylerinin ortalamlarina Cizelge 4.3 te bakacak
olursak sabah (12,72) ve stres sonrasi (9,47) oldugu goriiliir. Burada da iki grubun ortalamasi

birbirine esit gibi diisiiniilebilir ve aralarinda fark yoktur.
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Stres Oncesi ve stres sonrasi tiikiiriik kortizol diizeyleri karsilastirildiginda ortalamalari
arasindaki fark -3,160 bulunmus ve karsilastirma sonucunda p degeri 0,05’ten (p=0,106)
bliylik oldugu icin aralarinda anlamli bir fark yoktur. Stres dncesi ve stres sonrasi kortizol
diizeylerinin ortalamalarina Cizelge 4.3’te bakacak olursak stres oncesi (9,47) ve stres
sonrasi (12,63) oldugu goriiliir. Stres Oncesi almman 6rneklerdeki kortizol diizeylerinin
ortalamalarinin stres sonrasina gore istatistiksel olarak kiigiiktiir. Ancak Post-Hoc Testinde
ortalamalar arasinda fark olmadigi i¢in bu iki grubun ortalamasi birbirine esit gibi

diistinebilir ve farkli goriinse de aslinda arasinda fark yoktur.



Kullanilan ti¢ farkli yontemde ve ti¢ farkli zamanda alinan tiikiiriitk numunelerindeki

ortalama kortizol diizeyleri Sekil 4.2” de verilmektedir.
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Zaman Zaman
Ortalama
14
o
= i
S 12
(1]
[
=
o]
10 A
B -

sabah stres dncesietres sonrasi

Zaman

Sekil 4.2. Kullanilan yontemlere gore tiikiiriik ortalama kortizol degerlerine ait grafikler
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Tiikiiriikteki kortizol diizeyini 6l¢mek i¢in kullanilan yontemler arasinda dogrusal bir iliski

olup olmadigini belirlemek i¢in korelasyon analizi yapilmigtir. Veriler normal dagilima

uydugu i¢in Pearson korelasyon katsayisi ve bu katsayinin yorumlanabilmesi igin p degerleri

Cizelge 4.9’ da verilmektedir.

Cizelge 4.9. Korelasyon verileri

Eliza Otoanalizor Biyosensor
Eliza Pearson's r — 0,283 * 0,750 ***
p-degeri — 0,024 <,001
95% CI Upper — 0,494 0,838
95% CI Lower — 0,039 0,623
Otoanalizor Pearson's r — 0,493 ***
p-degeri — <,001
95% CI Upper — 0,660
95% CI Lower — 0,279

Biyosensor Pearson's r
p-degeri
95% Cl Upper
95% Cl Lower

Not. * p <,05, ** p <,01, *** p <,001

Eliza ile otoanalizér yoOntemleri arasinda zayif korelasyon s6z konusu iken

(r=0,283, p<0,05) biyosensor ile arasinda yiiksek korelasyon (r=0,750, p<0,001)

goriilmektedir. Otoanalizér ile biyosensdr yontemleri

(r=0,493, p<0.001) korelasyon goriilmektedir.

arasinda orta

siddette



Yontemler arasindaki farkli korelasyon durumlar1 Sekil 4.3 ‘de gosterilmektedir.

eliza otoanalizdr biyosensir

Caorr: Corr: i
0.283 0.75 slza

0.05 -

0.0

=
1

Fa

otoanalizér

biyosensir

Sekil 4.3. Yontemler arasindaki farkli korelasyon durumlari
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4.2. Amilaz ELIZA Yéntemi icin Kalibrasyon Egrisi

Standart oncelikle 1 mL standart diltienti ile sulandirilir ve 200 ng/mL ‘lik stok ¢ozelti
hazirlanir. Igerisinde 0,5 mL standart diliienti iceren 7 ayr1 tiip hazirlanir ve seyreltme islemi
yapilir. 200 ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,12 ng/mL

stardart ve son olarak da sadece standart diliienti igeren kor tiipti hazirlanir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Amilaz i¢in kalibrasyon egrisi verileri

Standartlar ng/mL Absorbans
STD1 200 2,946
STD2 100 1,837
STD3 50 1,021
STD4 25 0,572
STD5 12,5 0,634
STD6 6,25 0,449
STD7 3,12 0,329
STD8 0 0,039

Yapilan ¢aligsmada tiikiiriikte amilaz diizeyleri li¢ farkli yontem ile sabah, stres 6ncesi ve

stres sonrast durumunda degerlendirilmektedir.

250
200 =
y = 60,129x
R2 = 0,934
£ 150
2 |
2 100 s
50 e
e
0 00 ®
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Absorbans

Sekil 4.4. Amilaz i¢in kalibrasyon grafigi
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Eliza yonteminde amilaz diizeylerinin verileri Cizelge 4.11°de verilmektedir.

Cizelge 4.11. Tiikiirtikte ii¢ farkli zamanda Eliza yontemi ile 6l¢giilen amilaz diizeyleri

SABAH (08:00-09:00) | STRES ONCESI (12:00) | STRES SONRASI (14:00-15:00)
Amilaz ng/mL
Birey ELIiZA ELiZA ELiZA

1 18,50 21,27 87,19
2 20,81 33,51 130,48
3 15,03 21,34 91,40
4 17,57 16,65 134,03
5 19,19 26,07 86,22
6 14,57 17,12 68,31
7 15,49 41,62 175,58
8 17,11 22,20 70,29
9 18,27 24,97 81,96
10 22,20 43,18 177,98
11 16,65 27,96 108,29
12 15,95 21,30 80,87
13 13,18 34,47 159,16
14 19,42 47,64 171,79
15 33,29 40,23 112,20
16 14,10 30,98 137,09
17 21,04 37,46 136,61
18 15,72 36,53 130,06
19 17,11 36,24 99,81
20 15,95 18,77 54,60
21 15,03 21,73 92,78
22 14,34 36,82 138,96
23 21,73 46,82 177,38

Tiikiiriik de amilaz diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ELIZA ydnteminde sabah, stres
oncesi ve stres sonrasi ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla 17,9+4,22, 30,6+9,74
ve 117,5+38,10 bulunmustur. Sonuglara bakildiginda stresin etkisiyle tiikiiriik de amilaz

diizeylerinin artt1ig1 gézlemlenmistir.

Tiikiirik amilaz diizeyleri otoanalizor ve biyosensdr yonteminde belirlenememistir. Bu

yontemlerin tiikiiriik i¢in uygun olmadig: diistiniilmektedir.
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4.3. ELIZA, OTOANALIZOR ve BIYOSENSOR Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Yapilan ¢alismada Kibris Saglik ve Toplum Bilimleri Univesitesi’nde okuyan grencilerden
alinan 23 tiikiiriik numunesi ti¢ yontemle analiz edildi ve elde edilen kortizol 6l¢iim sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildi. Aralarindaki iligkiyi incelemek amaciyla XLSTAT
istatistik programinda Deming regresyon analizi ve Bland-Altman yontem karsilastirilmasi

yapildi.

4.3.1. ELIZA ve OTOANALIZOR Yéntemlerinin Karsilastirilmasi

Calismada 23 geng eriskin bireyden, ELIZA ve OTOANALIZOR yéntemleri ile elde edilen
kortizol degerlerinin XLSTAT istatistik programinda once Bland-Altman yontemi ile
sonrasinda Deming regresyon analizi teknigi ile incelenmistir. 23 geng eriskin bireyden elde

edilen verilere iliskin istatistikler Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Geng eriskin bireylerden elde edilen kortizol verilerine iligkin istatistikler

Ol¢iim Yoéntemi N Minimum Maksimum Ortalama Std.Sapma
Eliza 23 5,878 17,180 10,761 3,301
Otoanalizor 23 5,500 15,500 9,661 2,929

Cizelge 4.12°e bakildiginda her iki 6l¢lim yontemi ile elde edilen verilerin ortalama ve

standart sapma degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

XLSTAT programi yardimi ile Bland-Altman grafigi ¢izilmis ve gézlem degerlerinin

ortalamadan olan sapmalarina iliskin grafik Sekil 4.5’de verilmistir.
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Sapma 11

Standart hata 1,633

Cl sapma (%95) -1,806 ; -0,394

Sekil 4.5. Kortizol sonuglarinin ELIZA ve Otoanalizér yontemleri arasindaki

Bland-Altman grafigi
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Sekil 4.6. ELIZA ve otoanalizor verilerinin dagilim grafigi

Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon -0,235
Cl (%95) -0,590;0,196
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Iki yonteme gore elde edilen verilerin sonuglarinin farklarinmn ortalamalarmin rastgele bir
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Yapilan analiz sonucuna gore eliza ile otoanalizor yontemi

arasinda bir uyum oldugu birbirinin alternatifi oldugu sdylenebilir.

Verilerin regresyon analizine iliskin sonuglar Cizelge 4.13 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.13. Deming regresyon analizine iligkin veriler

Alt sitmir Ust simir
Deger %95 %95
Intercept (Egim) 0,281 -1,765 2,326
Slope coefficient 0,872 0,673 1,070

Deming regresyon analizine ait veriler sonucunda elde edilen regresyon denklemi esitlik 1°

de verilmektedir.

y=0,281+0,872x (1)

Eliza ve otoanalizor metotlarindan herhangi birinin degisiminin %98,67’sinin diger metot
tarafindan acgiklanabilir olmasi1 her iki yontem arasinda uyum oldugunun bir gostergesidir.
Ayni1 zamanda eliza ve otoanalizor metotlar1 arasinda %98,67 oraninda dogrusallik s6z

konusudur ve birbirinin alternatif metodu olarak kullanilabilir.



Regression of OTOANALIZOR by ELIZA

OTOANALIZOR

10 12

14

Sekil 4.7. Eliza ve otoanalizore ait regresyon grafigi
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Korelasyon 0,869

katsayisi:

RZ

4.3.2. ELIZA ve BIYOSENSOR Yontemlerinin Karsilastiriimasi

0,9867

Calismada 23 geng eriskin bireyden, ELIZA ve BIYOSENSOR yéntemleri ile elde edilen

kortizol degerlerinin XLSTAT istatistik programinda 6nce Bland-Altman yontemi ile

sonrasinda Deming regresyon analizi teknigi ile incelenmistir. 23 geng eriskin bireyden elde

edilen verilere iliskin istatistikler Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Geng eriskin bireylerden elde edilen kortizol verilerine iligkin istatistikler

Olciim Yontemi N Minimum Maksimum | Ortalama | Std. Sapma
Eliza 23 5,878 17,180 10,761 3,301
Biyosensor 23 6,308 19,719 10,982 3,327

Cizelge 4.14°e bakildiginda her iki 6l¢ciim yontemi ile elde edilen verilerin ortalama ve

standart sapma degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

XLSTAT programi yardimi ile Bland-Altman grafigi ¢izilmis ve gézlem degerlerinin

ortalamadan olan sapmalarina iliskin grafik Sekil 4.8’de verilmistir.
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Bland and Altman plot
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Sekil 4.9. ELIZA ve biyosensdr verilerinin dagilim grafigi

Sapma 0,221
Standart hata 1,018

CIl sapma (%95) -0,220;0,661

Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon 0,026

Cl (%95) -0,390;0,433
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Iki yonteme gore elde edilen verilerin sonuglarinin farklarinmn ortalamalarmin rastgele bir
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Yapilan analiz sonucuna gore eliza ile biyosensor yontemi

arasinda bir uyum oldugu birbirinin alternatifi oldugu sdylenebilir.

Verilerin regresyon analizine iligskin sonuglar Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Deming regresyon analizine iliskin veriler

Alt Simir Ust Siir
Deger % 95 % 95
Intercept (Egim) 0,132 -2,351 2,614
Slope coefficient 1,008 0,740 1,277

Deming regresyon analizine ait veriler sonucunda elde edilen regresyon denklemi esitlik 2’

de verilmektedir.

y=0,132+1,008x (2)

Eliza ve biyosensor metotlarindan herhangi birinin degisiminin %90,79 unun diger metot
tarafindan aciklanabilir olmas1 her iki yontem arasinda uyum oldugunun bir gostergesidir.
Ayn1 zamanda eliza ve otoanalizor metotlar1 arasinda %90,79 oraninda dogrusallik s6z

konusudur ve birbirinin alternatif metodu olarak kullanilabilir.
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Regressionof BIYOSENSORDbyYELIZA
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Sekil 4.10. Eliza ve biyosensore ait regresyon grafigi

Korelasyon

katsayisi

RZ

0,953

0,9079

4.3.3. OTOANALIZOR ve BIYOSENSOR Yéntemlerinin Karsilastirilmasi

Calismada 23 geng eriskin bireyden, OTOANALIZOR ve BIYOSENSOR yéntemleri ile
elde edilen kortizol degerlerinin XLSTAT istatistik programinda 6nce Bland-Altman
yontemi ile sonrasinda Deming regresyon analizi teknigi ile incelenmistir. 23 geng erigkin

bireyden elde edilen verilere iligkin istatistikler Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16. Geng eriskin bireylerden elde edilen kortizol verilerine iligkin istatistikler

Olciim Yontemi N Minimum Maksimum | Ortalama | Std.sapma
Otoanalizor 23 5,500 15,500 9,661 2,929
Biyosensor 23 6,308 19,719 10,982 3,327

Cizelge 4.16’ya bakildiginda her iki 6l¢iim yontemi ile elde edilen verilerin ortalama ve

standart sapma degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

XLSTAT programi yardimi ile Bland-Altman grafigi ¢izilmis ve gézlem degerlerinin

ortalamadan olan sapmalarina iligkin grafik Sekil 4.11‘de verilmistir.
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Sekil 4.12. Otoanalizdr ve biyosensor verilerinin dagilim grafigi
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Sapma 1,321
Standart hata 1,845

Cl Sapma (% 95) 0,524;2,119

Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon 0,225

Cl (%95) -0,206;0,583
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Iki yonteme gére elde edilen verilerin sonuclarinin farklarinin ortalamalarinin rastgele bir
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Yapilan analiz sonucuna gore otoanalizor ile biyosensor

yontemi arasinda bir uyum oldugu birbirinin alternatifi oldugu sdylenebilir.
Verilerin regresyon analizine iliskin sonuglar Cizelge 4.17°de verilmistir

Cizelge 4.17. Deming regresyon analizine iligkin veriler

Alt simir Ust simir
Deger % 95 %95
Intercept (Egim) -0,271 -4,602 4,059
Slope coefficient 1,165 0,657 1,673

Deming regresyon analizine ait veriler sonucunda elde edilen regresyon denklemi esitlik

3’ te verilmektedir.

y=-0,271+1,165x  (3)

Otoanalizor ve biyosensor metotlarindan herhangi birinin degisiminin %98,13’unun diger
metot tarafindan acgiklanabilir olmasi her iki yontem arasinda uyum oldugunun bir
gostergesidir. Ayn1 zamanda otoanalizér ve biyosensor metotlar1 arasinda %98,13 oraninda

dogrusallik s6z konusudur ve birbirinin alternatif metodu olarak kullanilabilir.
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Calismaya katilan geng eriskin bireylerin sabah, stres Oncesi ve stres sonrasi tiikiiriikteki

elektrolit diizeyleri Cizelge 4.18, Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20°de gosterilmistir.

Cizelge 4.18. Geng erigkin bireylerde sabah (08:00-09:00) saatlerinde tiikiiriik elektrolit

diizeyleri

Referans arahik

88106 | 2545 1826 | 136-146 3,5-5,1 101-109
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L
Birey Ca*? Fosfat Mg*? Na* K* Cl
1 1,06 11,47 0,17 7 20,06 17
2 0,98 9,58 0,14 9 15,93 16
3 0.9 14,75 0,28 8 18,22 17
4 1,56 12,32 0,2 8 15,76 15
5 1,42 13,92 0,16 12 16,95 19
6 1,07 11,87 0,19 7 16,48 18
! 2,15 11,72 05 10 17,15 28
8 1,43 11,22 0,24 15 17,23 28
9 1,5 22,72 0,27 5 20,27 27
10 1,79 7,52 0,21 28 12,25 32
1 1,74 12,3 0,24 5 16,45 19
12 2,03 20,86 0,49 7 22,68 35
13 1,68 14,54 0,29 9 20,05 23
14 1,47 12,33 0,16 18 20,65 25
15 1,8 10,35 0,26 8 14,55 19
16 1,31 11,76 0,13 8 16,22 19
17 1,01 13,9 0,35 9 17,8 19
18 - - - 8 16,8 28
19 2,04 10,04 0,24 12 13,43 23
20 2,15 11,75 0,21 23 17,06 26
21 2,07 14,71 0,31 7 19,53 20
22 1,63 152 0,3 9 19,63 23
23 2,11 17,54 0,31 8 19,69 22
Ortalama-
Standard sapma | 1,63£0,39 | 133352 | 026+0,1 | 104+564 | 1764248 | 22,5£532




Cizelge 4.19. Geng eriskin bireylerde stres oncesi (12:00) tiikiiriik elektrolit diizeyleri
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Referans aralik

88-106 | 2,545 1,8-2,6 136-146 3,55,1 101-109
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L

Birey Ca*? Fosfat Mg*2 Na* K* Cl

1 1,95 10,93 0,18 10 23,43 20

2 1,92 12,74 0,11 13 20,26 20

3 1,83 13,35 0,24 13 19,82 22

4 1,82 12,5 0,18 9 15,92 15

5 1,54 13 0,19 12 17,7 20

6 1,05 14,44 0,16 6 18,25 16

! 2,21 11,34 0,36 8 17,01 26

8 0,92 9,8 0,17 15 18,3 29

9 1,89 1555 0,22 6 19,32 24

10 1,69 6,66 0,2 30 11,95 34

11 1,72 12,96 0,23 6 18,83 20

12 1,93 19,92 0,39 6 23,38 33

13 2,18 13,37 0,29 7 20,43 22

14 1,69 14,58 0,15 10 20,72 21

15 2,6 1376 0,29 9 19,09 22

16 0,82 14,65 0,21 7 18,06 20

17 2,8 14,97 0,27 12 22,87 21

18 1,67 12,4 0,24 6 16,5 25

19 2,18 9,34 0,17 12 13,42 22

20 1,77 12,77 0,19 14 20,8 26

21 1,31 11,59 0,19 7 17,03 20

22 1,00 11,18 0,21 6 15,86 19

23 2,33 16 0,3 8 21,16 22

Ortalama -

Standart Sapma | 1,780,51 | 12,942,63 | 020007 | 1014524 | 18,842,890 | 22,6+4.63
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Cizelge 4.20. Geng eriskin bireylerde stres sonrasi (14:00-15:00) tiikiiriik elektrolit diizeyleri

Referans arahk

88106 | 2545 1826 | 136146 3551 101-109
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L
Birey Ca Fosfat Mg*2 Na* K* cr
! 0,95 10,11 0,11 9 2212 18
2 1,94 14,05 0,12 8 19,03 14
3 1,95 19,7 0,31 9 21,12 18
4 1,78 18,49 0,26 9 19,19 18
5 1,32 17,11 0,18 8 18,55 18
6 1,55 16,45 0,24 7 19,04 18
! 252 11,61 0,36 10 17,31 27
8 1,64 12,7 0,16 13 18,34 27
9 237 24,83 0,27 7 23,42 27
10 1,92 9,68 0,22 27 14,96 32
1 1,47 14,92 0,19 6 19,22 19
12 2,04 17,42 0,32 7 20,03 29
13 15 13,65 0,21 7 21,44 21
14 13 16,44 8 19,32 20
15 1,75 14,02 0,25 9 18,24 21
16 0,88 16,02 0,18 7 18,13 21
7 279 22,89 0,44 9 20,7 21
18 1,37 14,15 0,18 8 18,39 25
19 2 11,87 0,19 10 1475 19
20 1,87 10,52 0,19 20 17 26
21 1,72 20,7 0,3 12 24,36 25
22 1,48 15,04 0,25 7 16,58 21
23 2,96 16,61 0,23 8 18,25 18
Ortalama -
standart sapma | 1,79+0,52 15,6+3,92 0,24+0,08 9,78+4,75 19,1+2,36 21,9+4,50
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Sabah tiikiiriik Na* ortalamalarinin stres 6ncesi tiikiiriik Na* ortalamalarindan yiiksek oldugu
ancak aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski saptanmamustir (t=0,226 ; p=0,972).
Stres oncesi tiikiiriik Na* ortalamalarinin stres sonras tiikiiriik Na* ortalamalarindan yiiksek
oldugu ancak aralarinda anlamli bir iligki yoktur (t=0,198 ; p=0,979). Son olarak da sabah
tiikiiriik Na* ortalamalarinin stres sonrast tiikiiriik Na*ortalamalarindan yiiksek oldugu ancak
aralarindaki istatistiki iliskiye bakildiginda anlamli bir  iligki  saptanmamistir

(t=0,424 : p=0,906).

Sababh tiikiirtik Na* degerleri ile stres oncesi tiikiiriik Na* arasinda yiiksek korelasyon oldugu
ve aralarinda anlamli bir iligki oldugu gériilmiistiir (r=0,823 ; p<0,001). Sabah tiikiiriik Na*
degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik Na* degerleri arasinda yiiksek korelasyon oldugu oldugu
ve aralarinda anlamli bir iligski oldugu goriilmistiir (r=0,870 ; p<0,001). Stres dncesi tiikiiriik
Na * degerleri ile stres sonrast tiikiiriik Na * degerleri arasinda yiiksek korelasyon oldugu ve
aralarinda anlamli bir iliski oldugu goriilmistiir (r=0,860 ; p<0,001). Aralarindaki anlaml

iligkinin ortalamalarinin arasindaki farkin az olmasindan kaynakli oldugu diistintilmektedir.
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Sekil 4.14. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi
tiikiiriik ortalama sodyum Na*
(mg/dL) degerlerinin box-plot
grafigi

Sekil 4.15. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi
tikiiriik ortalama sodyum Na*
(mg/dL) degerlerinin yogunluk
grafigi
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Sabah tiikiiriik Ca*? ortalamalarmin stres oncesi tiikiiriik Ca*? ortalamalarindan diisiik
oldugu ancak aralarinda istatistiksel ag¢idan anlamli bir iliski olmadig goézlenmistir
(t= -1,05 ; p=0,547). Stres oncesi tiikiiriik Ca*? ortalamalarinin stres sonrasi tiikiiriik Ca*?
ortalamalar1 arasinda az bir fark oldugu ancak aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski
olmadig1 gozlenmistir (t= -0,0555 ; p=0,998). Son olarak da sabah tiikiiriik Ca*? ortalamalari
ile stres sonrast tiikiiriik Ca*? ortalamalar1 arasindaki iliskiye bakacak olursak sabah tiikiiriik
Ca*? ortalamalarmin stres sonrast Ca*? ortalamalarindan diisiik oldugu ancak aralarinda

istatistiksel a¢idan anlamli bir iliski gézlenmemistir ( t=-1,1076 ; p=0,513).

Sabah tiikiiriik Ca*? degerleri ile stres 6ncesi tiikiiriik Ca*? arasinda zayif korelasyon oldugu
ancak aralarinda anlaml bir iliski olmadig1 goriilmiistiir (r=0,383 ; p=0,079). Sabah tiikiiriik
Ca'? degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik Ca*? +arasinda orta siddette korelasyon oldugu ve
aralarinda anlaml bir iliski oldugu goriilmiistiir (r=0,510 ; p=0,015). Bu anlaml iliskinin
ortalamalarinin arasindaki farkin az olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Stres
oncesi tiikiiriik Ca*? degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik Ca*? degerleri arasinda yiiksek

korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu goriilmiistir (r=0,617 ; p=0,002).
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Sekil 4.16. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi Sekil 4.17. Sabah, stres oncesi ve sonrast
tiktiriik ortalama kalsiyum tiikiiriik ortalama kalsiyum
(Ca*?) (mg/dL) degerlerinin (Ca*?) (mg/dL) degerlerinin

box-plot grafigi yogunluk grafigi
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Sabah tiikiiriik fosfat ortalamalariin stres oncesi tiikiiriikk fosfat ortalamalarindan yiiksek
oldugu ancak aralarinda istatistiksel ac¢idan anlamli  bir iliski  bulunmamistir
(t=0,337 ; p=0,939). Stres oncesi tiikiiriik fosfat ortalamalarinin stres sonrasi tiikiiriik fosfat
ortalamalarindan diistik oldugu ve aralarinda da anlamli bir iligski oldugu saptanmistir (t=-
2,65 ; p=0,027). Son olarak da sabah tiikiiriik fosfat ortalamalarinin stres sonrasi tiikiiriik
fosfat ortalamalarindan diisiiktiir ancak aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki

saptanmamustir (t=-2,29 ; p=0,065).

Sabah tiikiiriik fosfat degerleri ile stres Oncesi tiikiiriik fosfat degerleri arasinda yiiksek
korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iligki oldugu goriilmiistiir (r=0,708 ; p<0,001).
Sababh tiikiiriik fosfat degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik fosfat degerleri arasinda orta siddette
korelasyon oldugu ve aralarinda anlaml bir iligski oldugu goriilmiistiir (r=0,683 ; p<0,001).
Stres oncesi tiikiirtik fosfat degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik fosfat degerleri arasinda orta
siddette korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu goriilmiistiir

(r=0,571 ; p=0,004).
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Sekil 4.18. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi Sekil 4.19. Sabah, stres 6ncesi ve sonrast
tiikiiriik ortalama fosfat (PO4) tiikiiriik ortalama fosfat (PO47)
(mg/dL) degerlerinin (mg/dL) degerlerinin

box-plot grafigi yogunluk grafigi
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Sabah tiikiiriik Mg*? ortalamalar1 stres oncesi tiikiiriik Mg*? ortalamalarindan yiiksektir
ancak aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunmamustir (t=1,37 ; p=0,364). Stres
oncesi tiikiiriik Mg*? ortalamalar1 stres sonrasi tiikiiriik Mg*? ortalamalarindan diisiiktiir
ancak aralarmda anlamli bir iliski saptanmamustir (t=-0,454 ; p=0,893). Sabah tiikiiriik Mg*2
ortalamalari stres sonrast Mg*? ortalamalarindan yiiksektir ancak aralarinda anlaml bir iliski
bulunmamustir (t= 0,903 ; p=0,640).

Sabah tiikiiriik Mg*? degerleri ile stres Oncesi tiikiiriik Mg*? degerleri arasinda yiiksek
korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu saptanmistir (r=0,856 ; p<0,001).
Sabah tiikiiriik Mg*? degerleri ile stres sonrasi tiikiirik Mg*? degerleri arasinda yiiksek
korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iligki oldugu saptanmustir (r=0,745 ; p<0,001).
Stres oncesi tiikiiriik Mg*? degerleri ile stres sonras tiikiiriik Mg*? degerleri arasinda orta
siddette korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu goriilmistiir

(r=0,595 ; p=0,004).
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Sekil 4.20. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi Sekil 4.21. Sabah, stres Oncesi ve sonrasi
tikiirtik ortalama magnezyum tiikiiriik ortalama magnezyum
(Mg*?) (mg/dL) degerlerinin (Mg*?) (mg/dL) degerlerinin

box-plot grafigi yogunluk grafigi
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Sabah tiikiiriik K* ortalamalar1 stres oncesi tiikiiriik K™ ortalamalarindan dusiiktiir ancak
aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski bulunmamistir (t=-1,54 ; p=0,279). Stres
oncesi tiikiiriik K* ortalamalar stres sonrasi tiikiiriik K* ortalamalarindan diistiktiir ancak
aralarinda anlamli bir iligki saptanmamustir (t=-0,499 ; p=0,872). Sabah tiikiirik K*
ortalamalan stres sonras1 K* ortalamalarindan diisiiktiir ancak aralarinda anlaml bir iliski

bulunmamustir (t=-2,039 ; p=0,111).

Sabah tiikiiriik K™ degerleri ile stres oncesi tiikiiriik K* degerleri arasinda orta siddette
korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iligki oldugu saptanmistir (r=0,675 ; p<0,001).
Sabah tiikiiriik K degerleri ile stres sonrasi tiikiirik K* degerleri arasinda orta siddette
korelasyon oldugu ve aralarinda anlaml bir iligki oldugu saptanmustir (r=0,628 ; p=0,001).
Stres oncesi tiikiiriik K* degerleri ile stres sonrast tiikiiriik K * degerleri arasinda orta siddette

korelasyon oldugu ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu goriilmiistiir (r=0,547 ; p=0,007).
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Sekil 4.22. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi Sekil 4.23. Sabah, stres 6ncesi ve sonrast
tiikiiriik ortalama potasyum tiikiiriik ortalama potasyum
(K*) (mmol/L) degerlerinin (K*) (mmol/L) degerlerinin

box-plot grafigi yogunluk grafigi
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Sabah tiikiiriik CI” ortalamalar1 stres oncesi tiikiiriik CI™ ortalamalarindan diisiiktiir ancak
aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunmamistir (t=-0,030 ; p=0,999). Stres
oncesi tiikiiriik CI” ortalamalari stres sonrasi tiikiiriik CI” ortalamalarindan ytiksektir ancak
aralarinda anlamli bir iliski saptanmamistir (t=0,488 ; p=0,877). Sabah tiikiiriik CI°
ortalamalar1 stres sonrasi Cl” ortalamalarindan yiiksek oldugu ancak aralarinda anlamli bir

iliski bulunmamistir (t= 0,458 ; p=0,891).

Sababh tiikiirik CI” degerleri ile stres 6ncesi tiikiiriik ClI” degerleri arasinda yiiksek korelasyon
oldugu ve aralarinda anlamli bir iligki oldugu saptanmistir (r=0,885 ; p<0,001). Sabah
tiktirtik CI” degerleri ile stres sonrasi tiikiiriik Cl™ degerleri arasinda yiiksek korelasyon
oldugu oldugu ve aralarinda anlaml bir iliski oldugu saptanmistir (r=0,867 ; p<0,001). Stres
oncesi tikiiriik Cl"degerleri ile stres sonrast tiikiiriik Cl degerleri arasinda yiiksek korelasyon

oldugu ve aralarinda anlaml bir iligki oldugu goriilmiistiir (r=0,831 ; p<0,001).
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Sekil 4.24. Sabah, stres Oncesi Ve sonrasi Sekil 4.25. Sabah, stres dncesi ve sonrasi
tikurik ortalama kloriir tukirik ortalama klorir
(CI) (mmol/L) degerlerinin (CI) (mmol/L) degerlerinin

box-plot grafigi yogunluk grafigi
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5. TARTISMA

Adrenal kortekste biyokimyasal etkinlik gdsteren 3 farkli hormon salgilanmaktadir. Bu
salgilanan hormonlar ile iliskili metabolik yolaklar, organizmadaki 6nemli steroid
hormonlarin derigimlerinin Ol¢iilmesiyle belirlenmeye bagladi. Kimyasal yapilarinin
birbirine benzer olmasi ve kompleks yapiya sahip olmalar1 6l¢iimde bazi zorluklara neden
olmaktadir. Biz biyokimyacilarin gorevi bu zorluklar: gidermek i¢in uygun analitik teknikler
gelistirmektir. ELIZA testleri, izotopla isaretleme ve rutin laboratuvarlarda kullanilan
kemiliiminesans immunoassaylerin gelistirilmesiyle ilerleme saglanmistir. Ayrica yiiksek
ayirma giiciine sahip bazi kromatografik yontemlerle daha da iist seviyeye gelinmistir. Bu
metotlarin hepsi glinimiizde 6nemli adrenal korteks hormonlarinin, nciillerinin ve sentetik
glukortikoidlerin analizi i¢in uygundur ve genis kullanim alanina sahiptir. Rutin
laboratuvarlarda siklikla antikor temelli yontemler ile 6l¢iilmektedir. Bir Klinik tan1 da tedavi

yonteminde 6zellikle analizin 6nemi ve giivenirligi vurgulanmaktadir.

Amilaz, parotis sekresyonunda en sik goriilen proteindir. Alfa-amilazlar, polisakkaritlerin
yapisinda bulunan a-1,4 glikozidik baglarin hidrolizini katalize eden hidrolaz sinifinin
enzimleridir. sSAA’lar bir kalsiyum metaloenzimidir. Bununla birlikte tam aktivite, sadece
kloriir, bromiir, nitrat veya monohidrojen fosfat gibi cesitli anyonlarin varliginda
gostermektedir. oa-Amilazlarin tespitinde, elektroforez, iyon degisim kromatografisi,
izoelektrik odaklama, bir monoklonal antikor tarafindan immunopresipitasyona ve
immunoinhibisyona dayali yontemler kullanilmaktadir. Ayrica sAA’nin bugday tohumuna
se¢ici inhibisyonuna dayali yontem de kullanilmaktadir. Pankreatik o -Amilaz tayininin rutin
uygulamaya girmesi i¢in monoklonal antikorlar tarafindan inhibe edilen segici izoenzimlere

dayanan yontemler yeterli hassasiyet, giivenilirlik, pratiklik ve analitik hiz gostermektedir.

Stresli bir durum ile karsilastiginda, hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin
aktivasyonu, agirlikli olarak glukokortikoid hormonlardan biri olan kortizoliin salinimina
yol acar. Hipokampus, amigdala ve prefrontal korteks gibi cok sayida glukokortikoid

reseptorii bulunan birkag yap1, HPA ekseninin 6nemli diizenleyicileridir.

Literatiirde tiikiirtigiin yapisinda bulunan bilesenleri mental ve fiziksel etkenler, akis hizi,
elektrolitlerin derisimleri etkilemekte ve secilen Sl¢giim metotlarina gére sonuglar farklilik

gostermektedir.
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Tiikiiriik kortizol ve a-amilaz ile 6lgiilen stresin biyokimyasal etkisi aragtirilmistir. Tiikiiriik
kortizolii ve amilaz derisimlerindeki degisimlerin yani sira diurnal ritim, stresin
(asir1  yliklenmenin) etkisi olarak degerlendirilebilecegi biyolojik mekanizmalarin

saglanmasinda genel etkileri olabilir.

HPA ekseni /SAM sistemi islev bozukluguna neden olabilecek stres kaynakli tiikiiriik

kortizol ve/ veya amilaz diizeyleri genellikle sagliksiz bir yasam tarzi ile iliskilidir.

Hilgert ve ark., 50 yas iistii bir grup ile yapmis oldugu calismada stresin etkisinin kortizol
seviyeleriyle kronik periodontitisin siddet ve boyutu ile iligkili oldugunu
degerlendirmislerdir. Sonuglardan, periodontitis siddeti ile kortizol seviyeleri arasinda

pozitif bir iligki oldugu goézlenmistir [185].

Rai ve ark, tarafindan da periodontal hastalik ve amilaz, kortizol CgA gibi tiikiiriik stres

belirtegleri arastirilmis ve stres ile periodontal hastaliklar iliskilendirilmistir [186].

Chartterton ve ark., stres aninda tiikiiriikte o-amilaz diizeyinde artma saptamislar ve stres

durumundaki degisimlerin basarili bir sekilde saptanabilecegini belirtmislerdir [187].

Ferguson ve ark., tiikiiriik akis hizinin, elektrolitlerin ve pH’min giin igindeki degisikliklerini
aragtirmiglardir. Na* ve CI" derisimlerinin akis hizina bagli olarak degistigini bulmuslardir

[188, 189]. Mevcut calismamizda pH araligi her tiikiiriik alimi1 sonras1 7,6 + 0,16°dur.

Thaysen ve ark., calismalarinda tiikiiriik akis hizinin artmasmin Na* ve Ca*? seviyelerini

arttirdigini géstermislerdir [190].

Laudat ve ark., calismalarinda diurnal varyasyonu tiikiiriikk de plazmadaki ile uyumlu olarak
bulmusglardir ve gece tiikiiriik kortizolii analizlerinin takibinden yararlanarak Cushing

sendromunun arastirilmasinin yapilabilecegini gostermislerdir [191].

Walker ve ark., calismalarinda ACTH stimiilasyonundan sonra tiikiiriik kortizol diizeyinde
artis gozlenmistir [192]. Williams ve ark., ACTH stimiilasyonu ile pik kortizol derisimi
olarak tiikiirtik de artis elde etmislerdir [193].
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Mevcut calismada, geng eriskin bireylerden alinan tiikiiriik 6rneklerinde kortizol ve a-amilaz
diizeylerinin 06l¢iim yOntemleri ve stresin biyokimyasal etkilerinde bu yontemlerin
kullanilabilirligi incelenmistir. Ayrica, tiikiiriik a-amilaz ve kortizol 6l¢iim yontemleri kendi
igerisinde birbirleriyle karsilastirilmistir. Kortizol ve o-amilaz diizeylerini 6lgmek igin
ELIZA, kemiliiminesas immunoassay (otoanalizdr) ve biyosensdr ydntemlerinin birbirine

olan iistiinliikleri ve stresin biyokimyasal etkilerinde kullanilabilirligi ayr1 ayr1 tartigilmistir.

Bununla birlikte, farkli zamanlarda toplanan tiikiiriik numunelerindeki elektrolit diizeyleri
otoanalizorde calisilmistir. Mental ve fiziksel etkenler tiikiiriikteki elektrolit derisimini
etkilemektedir. Stresin etkisiyle salgilanma hizimin artmas: tiikiiriikteki Na* ve Ca*?
diizeylerini artirdig1 gdzlenmistir. Tiikiiriigiin akis hizinin artmas1 Na* ile birlikte Ca*

derisimlerin de artisa neden oldugu bulunmustur.

Calismamizda tiikiiriikte bulunan elektrolitlerin sabah, stres oncesi ve stres sonrasinda
diizeyleri degerlendirildiginde aralarinda anlamli bir iliski olmadig1 saptanmistir. Bunun da
sebebinin elektrolitlerin ortalamalarinin birbirine yakin olmasindan kaynaklanabilecegini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda bir tek stres Oncesi-Stres sonrasi fosfat diizeyleri arasindan anlamli bir fark
oldugu gézlenmistir (t=-2,65; p=0,027). Stres sonrasinda fosfat diizeylerinin ortalamalarinin

stres Oncesi fosfat ortalamalarindan yiiksek oldugu bulunmustur.

Yaptigimiz ¢alismada kortizol miktar tayini i¢in gelistirilen metot da dogrusallik, kesinlik,
geri kazanim smirlarint belirledik ve bu metodun kullanilabilirligini test etmek igin
duyarhlik, oOzgiillik ve geleneksel olarak kullanilan diger metotlarla karsilagtirma

caligmasini gerceklestirdik.

Yontem karsilastirma ¢alismalan tiikiiriik kortizol diizeylerinde ii¢ yontemle analiz edildi.
Sonuglar regresyon analizi ile degerlendirildi. Tiikiiriik kortizol diizeyi i¢in ELIZA ve
kemiliiminesans immunoassay ile yapilan karsilastirma calismasinda elde ettigimiz

slope (egim): 0,872, intercept: 0,281 olarak tespit edildi.

Tiikiiriik kortizol diizeyi icin ELIZA ve biyosensor karsilastirmasinda elde ettigimiz

slope (egim): 1,008 intercept: 0,132 olarak tespit edildi. Tiikiiriik kortizol diizeyi i¢in
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biyosensér ve kemiliiminesans immunoassay ile gerceklestirdigimiz karsilastirma
caligmasinda elde ettigimiz slope (egim): 1,165, intercept: - 0,271 olarak tespit edildi. Elde
edilen veriler, gelistirilen gelistirdigimiz biyosensor yonteminin kortizol i¢in uygun bir

yontem oldugunu gostermistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda kortizol igin gelistirilen biyosensdr yonteminin ELIZA ile
karsilagtirildiginda diisiik maliyet, hizli sonug, 6zgiilliikk ve yiiksek tespit/bilgi etkinligi

nedeniyle, alternatif bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismada tiikiirik amilaz diizeyleri geng eriskin bireyler de 5,49-74,16 U/L
araliginda bulunmustur. En son belirlenen referans araliklarina bakildiginda amilazenzimin

diizeyi i¢in ideal araligin 31-107 U/L oldugu goriilmektedir [194].

Tiikiirtik a-amilaz diizeyleri otoanalizér ve biyosensorde belirlenememistir. Gelistirilen
biyosensor yontemi amilaz diizeyini belirlemek i¢in uygun degildir. Amilaz i¢in kullanilan
ELIZA kitinin dogru &lgiim aralifmin dar oldugu ve tiikiirik 6rnegi ile calismada
tekrarlanabilirlik olmadigi1 goriilmistiir. Bunun da nedeninin kitin her ne kadar tim viicut
stvilarina uyumlu olsada tiikiiriik numuneleri i¢in metot validasyonunun olmamasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Calismamizda tiikiiriik kortizol diizeyleri geng¢ eriskinler ig¢in 1,9-24 pg/dL araliginda
bulunmustur. Son yapilan ¢alismalar sonucunda kortizol diizeyleri 3-21 pg/dL — 5-23 pg/dL
araliginda belirlenmistir [195].

Metot karsilastirma calismasinda Dia-Metra firmasina ait kortizol ELiZA Kitini kullandik ve
kitin calisma prospektiisiinde yazilan degerler baz alinmistir. Gelistirilen biyosensér yontemi
ile ELIZA yontemi ile geng eriskin bireylerdeki tiikiiriik kortizol diizeylerinin derisimlerinin
karsilagtirmasin1 yaptik. Calisma sonucunda iki yontem arasinda 0,953 korelasyon
katsayisina ulastik. Ayn1 zamanda biyosensor ile otoanalizér yonteminin karsilastirilmasi

yapildi ve bunun sonucunda 0,834 korelasyon katsayis1 elde edildi.



109

6. SONUC VE ONERILER

Yapilan calismada tiikiiriik de kortizol ve a-amilaz miktarlarinin tespitinde biyosensor
kullanildi. Yeni 6l¢iim metodu ile referans olarak kullanilan diger 6l¢iim metotlarinin uyum
diizeyi ve karsilastirilmasi istatistiksel analiz yontemleri kullanilarak incelendi. Ayricastres

aninda tiikiiriik kortizol ve amilaz diizeylerinde farklilik olup olmadig: incelendi.

Kortizol viicutta 6nemli biyokimyasal mekanizmalarin diizenlenmesinde rol oynayan
glukokortikoid hormondur. Geleneksel olarak kullanilan immunoassay yontemlerle
belirlenen kortizol miktar1, birgok hastaligin tanisinda kullanilmaktadir. Ancak bu yéntemler
ile yapilan kortizol 6l¢liimiinde, sentetik glukortikoid tiirevlerinden kaynaklanan interferans

bulunmaktadir. Bu durum yontemin duyarliligini azaltmaktadir.

a-amilaz derisim diizey Olgiimlerinin otoanalizér ve biyosensoér de sonu¢ vermedigi
gozlendi. Kullanilan ydntemlerin tiikiirik de amilaz diizeyinin ol¢iilmesi i¢in uygun
olmamasmdan kaynaklandigin1  diisiinmekteyiz. Ayrica kullamlan ELIZA kitinin
tekrarlanabilirliginin  olmamast metodun valide olmamasindan kaynakli oldugu

diistiniilmiistir.

Stres durumunda her ii¢ yontemin de kullanilabilecegi gen¢ erigkin bireyler de yapilan
caligmalar sonucunda kortizol derisimlerinde meydana gelen farkliliklar bulundugu
belirlenmistir. Sabah saatlerinde alinan tiikiiriikte kortizol diizeyinin yiiksek, stres 6ncesinde
azaldig1 ve strese maruz birakildiktan sonra tiikiiriik kortizol diizeylerinin yiikseldigi

gorilmiistiir.

Ayrica sabah, stres Oncesi ve stres sonrasi tlikiiriik elektrolit diizeyleri arasinda anlamli bir
fark olup olmadig1 arastirildi. Her ii¢ durumda da tiikiiriik elektrolit diizeyleri anlamli
farklilik gostermemektedir. Sadece stres dncesi ve stres sonrasi tiikiiriik fosfat diizeylerinde
anlaml1 bir fark bulunmustur. Stres sonrasi fosfat diizeyleri stres 6ncesi fosfat diizeylerinden

fazladir.

Yapilan metot karsilastirmasinda Pearson korelasyon katsayis1 ve Deming regresyon analizi
ile degerlendirilmesinin yani sira Bland-Altman tarafindan gelistirilen yontem ile de

istatistiksel olarak analiz edilmistir. Bland-Altman yonteminin en 6nemli 6zelligi, kullanilan
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yontemlerin Ol¢iim farkliliklarini nesnel olarak ortaya koymaktadir ve Ol¢limden

kaynaklanan farkliliklarin kabul edilebilirliginin yorumunu bizlere birakmaktadir.

Glukokortikoid hormonlarin  kii¢iik olmasi, wviicut sivilarinda diisikk diizeylerde
bulunmasindan ve baglayici proteinler ile birlikte bulunmasindan dolayr klinik durumlara
gore degismektedir ki bu da rutin kullanimlarinda hassasiyeti ve analitik belirsizligi
degistirmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda steroid analizlerinde analitik
interferansin azaltilmas1 ve dogrulugunun arttirllmast amaciyla LC-MS/MS tabanl

yontemler tercih edilmektedir.

Gergeklestirilen ¢aligsmada tiikiiriik kortizol miktarlarini belirlemek i¢in yeni bir biyosensor
tasarlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda biyosensor yontemininin uygulanabilir
oldugu ortaya konulmustur. Biyosensor yoOnteminin tiikiiriik kortizol seviyelerini,
kemiliiminesans immunoassay ve ELIZA ydntemlerine gore diisiik maliyet, hizli sonug
verme, yiiksek algilama, bilgi gecerliligi yonleri ile alternatif analitik yontem olarak

sunabilecegi diisiiniilmektedir.
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GAZi UNIVERSITES| KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
GiRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR KARAR FORMU
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EK-2 ARASTIRMA ANKET FORMU

ARASTIRMA ANKET FORMU

Isim, soyisim: |
Yas: |
Cinsiyet: Kadin Erkek

Boy: Kilo: BMI:

Sigara kullaniyor musunuz?

Evet Hayir

Kahve, kola gibi igecekler tiiketiyor mu? Tiiketiyorsa ne siklikla tuketiyor?
Kahve Cay Gazli Igecek Alkollt Igecek

Beslenme seklinizi nasil tamimlarsiniz? Vejeteryan?

Kalitsal bir hastaliginiz var mi? Varsa nedir?
Anne, baba, kardes, gocuklarda kalitsal bir hastalik var mi? Varsa nedir?

Hipertansiyon veya Diabetes Mellitus gibi kronik bir hastaliginiz var mi? Ailede varmi?

Surekli kullandiginiz ilaciniz var mi? Varsa isimleri nelerdir?

NSAI Hormon  gibi

Periodontal hastaliginiz var mi? (NEDEMEK UYGUN OLUR GENEL HERSEYI SORGULAMAK ICIN)
Daha énce periodontal tedavi gérdiiniiz mii?

Dis eti kanamaniz olur mu?

Dislerinizi ne siklikla / ne zaman firgaliyorsunuz?

Dis ipi ve/veya dis arasi (ara yuz) firgasi kullaniyor musunuz?




Kisisel Bilgiler

Soyadi, ad1

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri

Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim Derecesi
Yiiksek Lisams

Lisans

Lise

Staj
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KATILDIGI ULUSAL KURS. CALISTAY. SEMPOZYUM ve KONGRELER
KURSLAR

2018 DNA Hasari,Onarim ve Tandem Kiitle Spektrometrik Degerlendirilmesi
(IZMIR)
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Zaman Yonetimi

Liderlik ve Yonetim Yetkinlikleri
2010 Goethe Institut (ANKARA)

Almanca Dil Kursu

ULUSAL KONGRELERDE-CALISTAYLARDA-KURSLARDA GOREVLER

Kurs Egitmen Gorevi: Aragtirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri:Uygulamali Egitim Kursu. Tiim Laboratuvar Uygulamalari.
TUBITAK-2237-A Bilimsel Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi tarafindan
desteklenmistir, Ankara, 10 Eyliil — 14 Eyliil 2018.

CALISTAY SEMPOZYUM VE KONGRELER
2019 Tiirkiye Universiteleri Saghk Bilimleri Enstitiileri 31. Toplantis1 (ANKARA)
2019 Biyosensorler IV.Turkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu (IZMIR)

2018 Endokrin ve Metabolik Hastaliklar Tamidan-Tedaviye Biyobelirtecler
1. Turkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu (IZMIR)

2017 1. OMFACELL Kk Hiicre Arastirma Ogrenci Toplulugu Sempozyumu-
Laboratuvardan Dis Unitine Mezenkimel Kok Hiicreler Gazi Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi (ANKARA)

2017 1.Gazi Tip Biyokimya Giinleri- Obeziteye Multidisipliner Yaklasim
Sempozyumu (ANKARA)

2017 Uluslararasi Katilimh Yeni Nesil Immunoloji Testleri Cahistayr Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi (ANKARA)
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KATILDIGI ULUSLARARASI KURS. CALISTAY . SEMPOZYUM ve
KONGRELER

KURSLAR
2014 St.Giles International Language School (LONDRA)
Ingilizce Dil Kursu

CALISTAY. SEMPOZYUM VE KONGRELER
2019 FEBS Workshop on Molecular Life Sciences Education (TBILiSi, GEORGIA)

2018 TBD International Biochemistry Congress-29t National Biochemistry Congress
(BODRUM)

2018 FEBS Workshop on Molecular Life Sciences Education: TRAINING
TOMORROW?’S SCIENTISTS (iZMiR)

ULUSLARARASI BILIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BiLDiRi
KITABINDA (PROCEEDINGS) BASILAN BILDIRILER

1.Erdal Ergiinol, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel Implications For "History Of Dentistry
And Ethics" In Life Sciences “International Scientific Congress and Exhibition”, IZMIR,
9-11 November 2018

2. Rabia Semsi , Erdal Ergiinol , Aylin Sepici Dingel The View Of The Students About
Biochemistry Course From Middle East Countries “TBD International Biochemistry
Congress-29"" National Biochemistry Congress”,BODRUM,_Sozlii Sunum, 26-30 October
2018

3.Ayse Irz , Rabia Semsi , Burak Arslan , Burcu Eser , Aylin Sepici Dingel The
Association Of Trytophan-Kynurenine Level And Disease Activity Of Mild And
Medium/Severe Osas “TBD International Biochemistry Congress-29" National
Biochemistry Congress”,BODRUM, 26-30 October 2018

4.Aysel Caglan Giinal , Rabia Tural , Rabia Semsi Ozkisa , Nagehan Ipiciiriik , Aylin
Sepici Dingel Effects Of Zinc And Copper Pyrithione On Vitellogenin Levels Of Zebrafish
(Danio Rerio) “TBD International Biochemistry Congress-29"" National Biochemistry
Congress”,BODRUM, 26-30 October 2018

5.Erdal Ergiinol, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. There Is Value in Taking The Time To
Teach Dental History And Ethics In Dentistry Curriculum “FEBS Workshop on Molecular
Life Sciences: Training Tomorrow’s Scientists”,iZMIR, Poster Odiilii, 5-7 September
2018

6.Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel, Academic Performance Of
International Students in Dental Biochemistry Course “FEBS Workshop on Molecular Life
Sciences: Training Tomorrow’s Scientists”, IZMIR, 5-7 September 2018
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7. R. Semsi Ozkisa, R. Tural, A. C.Gunal ,A. Sepici Dincel The evaluation of endocrine
disruptor effects of environmental pollutant zinc and copper pyrithione via apoptosis
pathways by histopathological and biochemical analyses.Special Issue: 43rd FEBS
Congress, FEBS Open Bio 8 (Suppl.S1), page 220 , July 2018.

ULUSAL BIiLIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BILDiRi
KiTAPLARINDA BASILAN BIiLDIiRILER

1 Umut Kokbas, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dincel, Erdal Ergiinol, Abdullah Tuli, Levent
Kayrin DNA-Chip for Determination of Point Mutations IV.Tiirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu“Biyosensorler”, IZMIR, Sézlii Sunum Birincilik Odiilii 20 Subat-22 Subat
2019

2 Rabia Semsi, Umut Kokbas, Burak Arslan , Aylin Sepici Dingel, Erdal Ergiinol, Levent
Kayrin Evaluation Of Salivary Cortisol Levels Before And After Examinations In Young
Adults Individuals By Different Biochemical Analysis Methods IV.Tiirkiye in vitro
Diyagnostik Sempozyumu, “Biyosensérler”, IZMIR, 20 Subat-22 Subat 2019

3 Umut Kokbas, Rabia Semsi, Burak Arslan, Aylin Sepici Dingel Erdal Ergiinol, Levent
Kayrin Evaluation Of Saliva Uric Acid Levels In Young Adult Individuals By Biosensor
Method IV.Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu,“Biyosensorler”, iZMIR, 20 Subat-
22 Subat 2019

5.Ayse Iriz, Rabia Semsi Ozkisa, Rabia Tural , Aylin Sepici Dingel. Biomarkers Related
with Galectin-1 In Moderate And Medium/Severe Levels Of Obstructive Sleep Apne
Syndrome. III. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu, “Endokrin ve Metabolik
Hastaliklar, Tanidan Tedaviye Biyobelirtecler”, IZMIR, 28 Subat- 02 Mart 2018

6.Ercan Dingel, Rabia Semsi Ozkisa, Funda Kosova, Aylin Sepici Dingel.Evaluation Of
N-Telopeptide Levels in Romatoid Arthritis. II1. Tiirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu, “Endokrin ve Metabolik Hastaliklar, Tanidan Tedaviye Biyobelirtegler”,
IZMIR, 28 Subat- 02 Mart 2018
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