ACTH Olcuimiunde Ornek Stabilitesi Ve
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ACTH olcumunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler  DOKTOR

Hatall istem



Ektopik ACTH sendromu:
Plazma ACTH cok yuksektir

] 500-1000 pg/mL/ Cushing ile
cakisabilir.

Hipofizer ACTH eksikligi/
sekonder hipoadrenalizm:
plazma ACTH dusuktar:
<10 pg/mL

Hipofizer ACTH
hipersekresyonuna bagli
Cushing: plazma ACTH
normal veya yuksektir.

KORTIZOL

Glukokortikoid sekrete edici : :
Primer adrenal yetmezlik:

adrenal tumore bagli Cushing: i ! :
Plazma ACTH baskilanir: lazma ACTH yliksektir.

<5 pg/mL



ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler HASTA

Biyolojik varyasyon ve cevresel kosullar

* Sirkadien ritim
*Egzersiz
*Yas
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Fluctuations i plasma ACTH and glucocomcmds lhroughoul the day in a normal girl (age 16).
The ACTH was measured by immunoassay and the glucocorticoids as | 1-oxvsteroids (//-OHCS),
Note the greater ACTH and glucocorticoid nises in the morming, before awakening from sleep.
(Reproduced, with permission, from Krieger DT et al: Characterization of the normal temporal
pattern of plasma corticosterond levels J Chin Endocrinol Metab 1971.32:266 )




ACTH olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler ORNEK ALMA

- Standart degil 3 3N




ACTH olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler TUPLER

* plazma orneklers
* EDTA -tupler
* soguk olmasi tercih edilir




ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler TRANSPORT

| |

Uyulmasi gereken bazi
noktalar:

* buz Ustlnde transport

* laboratuvara 30 dakika icinde
ulasmasi

* sicakliga maruz kalmamasi




ACTH

Tropik peptit hormon

H—Ser — Tyr — Ser —Met — Glu — His —Phe— Arg — Trp — Gly —

—— Lys — Pro — Val — Gly — Lys — Lys —Arg — Arg — Pro — Val —,

—— Lys—Val —Tyr — Pro —Asn— Gly — Ala — Glu — Asp— Glu —

L Ser — Ala — Glu — Ala —Phe — Pro — Leu — Glu — Phe—0OH Mm{?!@



ACTH-
Proteolitik
Yikim

Human ACTH Sequence
! 5 10
Ser-Tyr-Ser-Met-Glu -Ht:—Phe-Ar"Trp-(.'Iy—Lys-Pro-\'al-
5 ! 20 25
Gly-Lys~Lys=Arg=Arg-Pro-Val~-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-
30 a5 39
Ala~Glu-Asp~Glu~-Ser-Ala-Glu~Ala-Phe~Pro-Leu-Glu~-Phe

Reverse-phase HPLC of the reaction products
of '251-labeledACTH(1-39) with IRCM-serine
protease 1atpH 8 . 0.
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Cromlish JA. J.
Biol. Chem.
1996: 261(23):
10859-70.



Plazma ACTH'In biyolojik yari omru
cok kisadir :10-15 dk

hasta orneklerinin:
* soguk EDTA'lI tupe alinmasi,
» |aboratuvara buz uzerinde tasinmasi,
* |aboratuvara 30 dakika icinde ulasmasi,
* hemen soguk santrifujde plazmasi ayrilmasi,
» Olcime kadar -20 °C’de saklanmasi,
* ve orneklerin 1 ay icinde analiz edilmesi onerilir



ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler
laboratuvar uygulamasi

 Laboratuvara ulastiktan sonra
hemen santriflj edilerek plazma
ayriimall

* OlcUm yapilana dek -20 °C de
saklanmall







ACTH Olcumu_ Preanalitik Hata
Nedenleri Hacettepe

Hatali istem <%l
Jygun olmayan tup %1
Jygun olmayan zamanda ornek alimi %50-60
Jygun olmayan transport %5-10
Eksik volim %5-10
Yanlis etiketleme %1-2
Hemoliz %2-3
Pihti %3-4
Uygun olmayan lab. uygulamasi %3-4




CALISMA

* AMAC: Laboratuvarimizda ACTH olgumu icin
preanalitik hatalarin tanimlanmasi

* Bu amacla:
« Santrifugasyonda gecikme

« Zamaninda santrifuj, plazmanin dondurulmasinda
gecikme



Yontem

» Santrifllgasyonda gecikme icin;:
» Gonullilerden K2-EDTA iceren tuplere ornekler
alindi
* Bir tup bazal deger olarak olculdu.

* Diger tupler santrifuj edilmeden 4,24 ve 48 saat RT
veya +4C de saklandi.

» Santrifugasyon sonrasi dondurmanin
gecikmesini saptamak icin:
» Santrifuj edilen ornekler kullanildi.

* Dusuk, orta ve yuksek konsantrasyonlari iceren
plazma havuzu yapildi.



ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler santrifijde

gecikme

Santrifijde gecikme, +4 OC ve RT

\ﬂ RT +4 C
—— 4 sa %1,85 %2,25
® o . 24 sa %6,58 | %5,52
: — - - 48 sa %5,87 %6,82

Santrifijde gecikme %0,5 -%11,04 oraninda dusus izlendi.



ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler
santrifuj sonrasi RT'de saklama

Plazma, RT

ALTH,
o it L
[} [} ]

RT‘de %2,6 ve %1,4 oraninda ortalama %2 disus izlend.i.



ACTH Olcimunde preanalitik hatalara
neden olan faktorler santrifuj sonrasi
+4 9C’de saklama

ACTH pg/mL, +4 0C _24 saat ACTH pg/mL
+4 C 24 saat

—be ] )] —lelz 0§ caat

+4 0C‘de dusuk, orta ve yuksek konsantrasyonlarda sirasiyla
%2,8, %3,4 ve %6,2 disus izlendi;



ACTH o6lciminde preanalitik hatalara
neden olan faktorler santrifuj sonrasi
48 saate kadar +4 °C’de saklama

+40C
y
a5 — . +4C
T -l i
o 4 sa %6,9
‘EE:: 24 sa %6,68
i 48 h %6,25
1

-]
4. 535l

ek 1 —— ek 2

+4 0C‘de 48 saate dek 0- %12,8 oraninda dusus izlendi



ACTH o6lciminde preanalitik hatalara

neden olan faktorler santrifuj sonrasi
- 20°C’de saklama

Plazma, 20 0C
20 C
L'_'_‘—‘—-—-_.___h‘_ . —_—

= 4 sa %2,88
E: 24 sa %4 74

E | S —
2 48 h %4,85
72 sa %6,81

20 0C‘de 0- %7,2 oraninda duisus izlendi



BULGULAR-1

« Kan orneklerinde ACTH stabilitesi arastirildi.

« Santrifujde gecikme ilk 4 saatte ACTH sonuclarini etkilemedi. ACTH
saklama kosullarina (RT / 4°C) bakilmaksizin 4 saat boyunca stabildir.

 Santrifljde gecikme olmaksizin, 4°C’de 2, 4, 24 ve 48 saat saklanan
orneklerde ACTH sonuglarinda santriflj sonrasi anlamli degisiklik
izlenmedi. ACTH plazma ayrildiktan sonra 48 saate dek 4°C’de
stabildir.

« ACTH, —20 °C’de 72 saat stabildir.

« 40C ile karsilastirildiginda RT’de saklamanin ilk 2 saatte ACTH
sonuclarini etkilemedigi izlendi.



TARTISMA

* Reicshe ve ark. Lari yaptiklari calismada, santrifu;
edilmeden RT de 24 sa. saklamanin ortalama %10
ACTH da dusmeye neden oldugunu gosterdiler.

* Wu ve ark. Lari plazmanin RT de 2sa de %5.8 ve 24 sa
de %25 dusus oldugunu saptadilar.

* Christensen ve ark. Lari 4 sa buzda ve RT de
beklemenin % 1,2 ve %1,8 dususe neden oldugunu
gOsterdiler.




Retrospektif calisma

* Aralik 2017-Nisan 2018 tarihleri arasinda
Hacettepe Universitesi Hastaneleri’'nde yapilan
tim ACTH istemleri geriye donuk olarak
iIncelendi.

e Test iIstem, Ornek alma, laboratuvara kabul ve
sonuc/onay saatleri belirlendi.



BULGULAR-2

« ACTH istemlerinin %85’i sabah 10:30’a kadar
yapillmaktadir.

e Totalin %62’sinde istemden sonra ilk 30 dakikada ornek
alinmaktadir.

e Laboratuvar kabulu orneklerin %62’'sinde ilk 60 dakikada
yapilimaktadir.

« Tum ACTH istemi olan orneklerin %20°si once Acil Lab. a
ve daha sonra Merkez Lab. a transport edilmektedir.

* Bu 6rneklerin plazmalari ayrildiktan sonra 20 °C’de
ortalama bekleme suresi 13,5 saattir.



SONUC

» Ornek kalitesi tizerinde etkisi olan faktorler

hatirlanmalidir:
* istemin dogrulugu
* hastanin dogru tanimlanmasi

* Uygun zamanda ornek alma

* hacim ve orneklemenin ve tup seciminin dogru
yapilimasi

* laboratuvara transportun hizl ve dogru yapiimasi
* laboratuvarda hizli islem



SONUC

* Preanalitik evrede laboratuvar igleyisine uygun
analit stabilitesinin saglanmasi dogru ve guvenilir
sonuclarin elde edilmesinde onemlidir.

* Bu calismanin sonuclari gosteriyor Ki
hastanemizde ACTH oOlcumu icin orneklerin
dogrudan hormon laboratuvarina transport
edilmesi uygundur.



