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ÖZET 

Amaç: Oksisteroller, kolesterolün çok sayıda kimyasal tepkime yoluyla oksidasyona 

uğramasıyla oluşan ve birçok fizyolojik süreçte ve çeşitli dejeneratif ve metabolik 

hastalıklarda, lipid metabolizması bozukluklarında önemli rol oynayan türevlerdir. 

Bu çalışmada, önemli oksisteroller arasında yer alan kolestan-3β-5α-6β (C-triol) ve 

7-ketokolesterol (7-KC)’ün ölçümünde çeşitli ekstraksiyon ve türevlendirme 

basamakları denenerek, sıvı kromatografisi-ardışık kütle spektrometrik (LC-MS/MS) 

yöntemin analitik validasyonunun yapılması amaçlanmıştır. 

Yöntem: Optimizasyon çalışmaları, MRM (multiple-reaction monitoring) modunda, 

pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile LC-MS/MS (LC-20 AD UFLC XR, 

Shimadzu 8040 Corporation, Japan) cihazında yapılmıştır. 25 sağlıklı bireyden elde 

edilen plazmalarda dimetilglisin (DMG) türevlendirmesiyle C-Triol ve 7-KC 

multipleks (çoklu) ölçümünün analitik validasyonu değerlendirilmiştir. Bu amaçla; 

linearite, doğruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama ve ölçüm limitleri (LLOD ve 

LLOQ), geri kazanım, carry-over analizi gibi parametreler çalışılarak sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

Bulgular: Analiz süresi her iki parametre için 10 dakika (dk) olarak belirlendi (C-

Triol: 3.1 dk, 7-KC: 7.26 dk). C-triol ve 7-KC için oluşturulan lineer regresyon 

eğrisinde; C-triol r2: 0.999, 7-KC için r2: 0.994 olarak bulundu. Doğruluk analizinde 

en az iki düzeyde hazırlanmış olan kalite kontrol örneklerinde C-triol ve 7- KC 

konsantrasyonları ±%20’lik aralıkta bulundu. 25 kişiden oluşan kontrol grubunda C-

triol analizi güvenilir bir şekilde gerçekleştirilerek plazmadaki konsantrasyonları 

hesaplandı. (min: 15.7, max: 38.61; ortalama±SD: 25.61±9.2 ng/mL). 7-KC 

ölçümlerinde standart sapmalar çok yüksek bulunduğu için plazma matriksinin 

interferans oluşturduğu veya plazmada 7-KC stabilitesinin bozulduğu düşünüldü. 

Sonuç: Bu çalışma ile oksisterol ölçümü, duyarlı ve spesifik bir yöntem ile 

laboratuvarımızda denenmiş ve kullanıma hazır hale gelmiştir. 7-KC ise plazmadaki 

analit stabilitesini yansıtmada yararlı olabilecek bir parametredir. 

Anahtar Kelimeler: Oksisteroller, Kolestan-3β-5α-6β, 7-Ketokolesterol, LC-

MS/MS 



 

ii 

 

ABSTRACT  

Objective: Oxysterols are derivatives of cholesterol which are formed by oxidation 

through numerous chemical reactions and play an important role in many 

physiological processes and in various degenerative and metabolic diseases, lipid 

metabolism disorders. In this study, analytical validation of liquid chromatography-

tandem mass spectrometric (LC-MS / MS) method was evaluated by using various 

extraction and derivation steps in the measurement of  cholestan-3β,5α,6β-triol (C-

Triol)  and 7-ketocholesterol (7-KC) which are important oxysterols. 

Method: Optimization studies were performed in LC-MS/MS (LC-20 AD UFLC 

XR, Shimadzu 8040 Corporation, Japan) with positive electrospray ionization (ESI) 

in multiple-reaction monitoring (MRM) mode. The analytical validation of C-Triol 

and 7-KC multiplex measurements with dimethylglycine (DMG) derivatization was 

evaluated in plasma from 25 healthy individuals. For this purpose; linearity, 

accuracy, repeatability, detection and quantitation limits (LLOD and LLOQ), 

recovery and carry-over analysis were studied and the results were evaluated 

statistically. 

Results: The time of the analysis was 10 minutes (min) for both parameters (C-Triol: 

3.2 min, 7-KC: 7.4 min). The values of r-squared (r2) were found for C-triol as 0,999, 

for 7-KC as 0,994 in generated calibration curves. Concentrations of C-triol and 7-

KC were within ± 20% in quality control samples prepared at least two levels for 

accuracy analysis. Plasma C-triol levels were determined in a control group of 25 

individuals (min: 15.7, max: 38.61; mean±SD: 25.61±9.2 ng/mL). The standard 

deviations were found high for 7-KC measurements, it was considered that the 

plasma matrix interfered or the 7-KC stability in the plasma deteriorated.  

Conclusion: In this study, oxysterol measurement has been developed and ready for 

use in our laboratory with a sensitive and specific method. 7-KC was considered to 

be a useful parameter to reflect the stability of the analyte in the plasma. 

Key words: Oxysterols, Cholestan-3β,5α,6β-triol, 7-ketocholesterol, LC-MS/MS 
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1.GİRİŞ 

Hücre membranında bulunan kolesterol molekülleri büyük oranda oksidasyona 

duyarlıdır. Kolesterol oksidasyon ürünü olan oksisteroller, yapısındaki bir veya daha 

fazla oksijen içeren grupların varlığı ile kolesterolden farklıdır (Guardiola ve ark., 

2002). Kolesterolün kimyasal yapısındaki bu farklılık, oksisterollerin biyofiziksel 

özelliklerinde önemli değişiklikler oluşturur ve bu değişiklikler lipid çift 

tabakalarının özelliklerini ve dinamiklerini önemli ölçüde düzenlemektedir (Kulig ve 

ark., 2015; Massey, 2006; Massey ve Pownall, 2006; Olkkonen ve Hynynen, 2009). 

Kolesterol-lipid homeostazı, çoğunlukla enzimatik olarak oluşan oksisteroller ile 

modüle edilir. 

Oksisterollerin ana biyolojik kaynağı, çok sayıda kimyasal tepkime yoluyla 

oksidasyona uğrayarak türevlerine dönüştürülen kolesterol molekülüdür. Bu 

reaksiyonlar enzimatik veya non-enzimatik olarak gerçekleşmektedir. Non-enzimatik 

kolesterol oksidasyonu çoğunlukla steran halka sisteminin oksitlendiği ürünlerin 

oluşmasına neden olmaktadır.  

Oksisteroller, kolesterol kaynaklı olduğundan bu moleküllerin üretimi bir dereceye 

kadar kolesterol varlığına bağlıdır. Fizyolojik koşullar altında, oksisterollerin 

konsantrasyonunun kolesterol konsantrasyonundan yaklaşık 3 kat daha düşük 

düzeyde olduğu düşünülmektedir (Brown ve Jessup, 2009). Normal koşullarda düşük 

düzeyde bulunan oksisterol konsantrasyonu, bazı patofizyolojik durumlarda çok 

yüksek düzeylerde (toplam sterol konsantrasyonu> %20) görülebilmektedir. Bu 

durumlarda oksisterollerin membran özellikleri üzerindeki etkisi önemli olmaktadır 

(Brown ve Jessup, 1999; Javitt, 2008; Olkkonen ve Lehto, 2004). 

Oksisteroller, sadece kolesterol-lipid metabolizmasının ve membran yapısının 

modülasyonu gibi fizyolojik süreçlerde değil, çeşitli kronik ve dejeneratif 

hastalıklarda, metabolik hastalıklarda, hücresel fonksiyon bozukluklarında, lipid 

metabolizması bozukluklarında da önemli rol oynamaktadır. Zor tanı konulan bir 

lizozomal depo hastalığı olan Niemann Pick-Tip C’de de, Kolestan-3β-5α-6β (C-

triol) ve 7-Ketokolesterol (7-KC) gibi oksisterollerin artış gösterdiği bildirilmektedir. 
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Plazma oksisterollerinin (C-triol ve 7-KC) analizi için, gaz kromatografisi-kütle 

spektrometresi (GC/MS), sıvı kromatografisi-ardışık kütle spektrometresi (LC-

MS/MS) ve atmosferik basınçlı kimyasal iyonizasyon (APCI) ile yapılan kütle 

spektrometresi gibi yöntemler önerilmektedir (Jiang ve ark., 2011). Oksisterol 

analizinde en önemli basamak türevlendirme işlemi olduğundan Girard hidrazon, 

pikolinil ester ve dimetilglisin ester (DMG) ile farklı türevlendirme aşamaları 

denenmiştir. Oksisterol analizleri ile ilgili güvenilir, kolay ve etkin bir yöntem 

arayışı halen devam etmekte olup elektrosprey iyonizasyonlu (ESI) kütle 

spektrometrik ölçümler denenmektedir (Boenzi ve ark., 2014; Klinke ve ark., 2015; 

Pajares ve ark., 2015; Romanello ve ark., 2016 ; Kannenberg ve rak., 2016). 

Literatürde mevcut yöntemlerle ilgili analitik validasyon çalışmaları sınırlıdır. 

Yöntemlerin performans kriterlerine uygunluğunun saptanması için yöntemle ilgili 

çeşitli parametrelerin belirlenip incelenmesi ve yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması 

gerekmektedir.  

Bu çalışmada, lizozomal depo hastalıklarından Niemann Pick Tip-C’nin tanısında 

çok önemli bir rol üstlenen C-triol ve 7-KC oksisterollerinin ölçümünde çeşitli 

ekstraksiyon ve türevlendirme basamakları denenerek, elektrosprey iyonizasyonlu 

(ESI) LC-MS/MS yönteminin analitik validasyonunun yapılması ve rutin 

metabolizma laboratuvarına uyarlanması amaçlanmıştır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Kolesterol 

İnsan ve hayvan dokularında bulunan temel sterol kolesteroldür. Kolesterol, 

amfipatik bir yapıya sahiptir ve polar bir baş ile apolar bir hidrokarbon gövdeden 

oluşmaktadır (Şekil 2.1). Kolesterolün 3.karbonundaki –OH grubu ve 5-6. karbonları 

arasındaki çift bağ kolesterolün reaktif kısımlarını oluşturmaktadır. Ayrıca 10. ve 13. 

karbonlarında –CH3 gurubu, 17. karbonunda ise 8 karbonlu yan zincir bulunur. 

Kolesterolün 3. karbonundaki –OH grubu esansiyel yağ asitleri ile 

esterleşebilmektedir. 

                       

Şekil 2.1. Kolesterol molekülü (Kırmızı bölgelerden okside olarak oksisteroller oluşmaktadır.) 

Membranların başlıca bileşeni olan kolesterol organizmada; karaciğer, safra, 

bağırsak mukozası, beyin, sinir dokusu, deri, testis, over ve plazmada bulunmaktadır. 

Kolesterolün suda çok az çözünürlüğe sahiptir. Plazmada total kolesterolün ¾’ü 

ester, ¼’ü serbest şekilde bulunmaktadır. Membranlarda bu yapıların çoğu serbest 

kolesterol halinde bulunmaktadır. Plazmadaki kolesterolün büyük kısmı 

lipoproteinler aracılığı ile taşınmaktadır (Gürdöl, 2014). 

İnsan vücudundaki kolesterol temel olarak asetat molekülünden oluşur. İki mol asetil 

CoA birleşerek asetoasetil CoA ‘yı, ardından da 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’yı 
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meydana getirir. Oluşan 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’dan hidroksimetilglutaril 

CoA (HMG CoA) redüktaz enzimi aracılığı ile kolesterolün öncül maddesi olan 

mevalonat meydana gelir. Burada 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’dan mevalonat 

oluşumu hız kısıtlayıcı basamak ve bu reaksiyonu katalizleyen enzim HMG CoA 

redüktaz da hız kısıtlayıcı enzim olarak görev yapmaktadır (Andrew ve ark., 1997, 

Ray ve Cannon, 2005). 

2.2.Kolesterol Oksidasyon Ürünü Olan Oksisteroller 

Oksisteroller; kolesterolün, halka sisteminde veya yan zincirinde bir veya birden 

fazla konumda ilave oksijen işlevselliğine sahip olduğu geniş bir molekül ailesidir 

(Björkhem ve ark., 1999).  

Oksisteroller, kolesterolden farklı olarak ilave oksijen varlığından dolayı lipofilik 

zarları kolayca geçerler. Oksisteroller, safra asidinin ve steroid hormon biyosentez 

basamaklarının kilit unsurlarıdır (Smondryrev ve Berwitz, 2001). 

Kolesterol-lipid homeostazı, çoğunlukla enzimatik olarak oluşan oksisteroller ile 

modüle edilir. Oksisteroller; sadece kolesterol-lipid metabolizmasının modülasyonu 

gibi fizyolojik süreçlerde değil, aynı zamanda patolojik süreçlerde de önemli rol 

oynamaktadır (Fakheri ve Javitt, 2012). 

2.2.1.Oksisterollerin Oluşumu 

Oksisterollerin ana biyolojik kaynağı, çok sayıda kimyasal tepkime yoluyla 

oksidasyona uğrayarak türevlerine dönüştürülen kolesterol molekülüdür. Bu 

reaksiyonlar enzimatik veya non-enzimatik olarak gerçekleşmektedir.  

Non-enzimatik kolesterol oksidasyonu çoğunlukla steran halka sisteminin 

oksitlendiği ürünlerin oluşmasına neden olmaktadır (bazı istisnalar olabilir).  

Genel olarak oksisteroller, kolesterolden ek polar grupların varlığı ile (bir veya 

birkaç tane olabilir) farklıdır. Bu ek gruplar; hidroksil grubu, keto grubu, 

hidroperoksi grubu, epoksi veya karboksil gruplarıdır (Fakheri ve Javitt, 2012). 

2.2.2.Oksisterollerin Oluşum Mekanizması 

Non-enzimatik kolesterol oksidasyonu, vücutta fizyolojik olarak bulunan reaktif 

oksijen türleri (ROS) ile reaksiyona girerek gerçekleşmektedir (Brown ve Jessup, 

2009). Kolesterolün ROS ile etkileşimi, 7.karbondaki hidrojenin ayrılmasına ve 
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radikal karbon oluşmasına yol açar (Fruhwirth ve ark., 2007; Jurkiewicz ve ark., 

2012). Kolesterol bu oksijen radikali ile reaksiyona girerek bir kolesterol peroksil 

radikali (COO.) oluşturur (Brown ve Jessup, 2009). Bu radikal, diğer lipid 

moleküllerinden hidrojeni daha da ayırarak, 7.karbondaki –OOH kısmı ile nispeten 

kararlı bir kolesterol hidroperoksit (7α-OOH-kolesterol, 7β-OOH-kolesterol ve 7-

ketoklosterol) oluşuma neden olabilir. 7-OOH-kolesterol türleri, non-enzimatik 

olarak üretilen majör kolesterol oksidasyon ürünleridir (Brown ve Jessup, 1999, 

2009; Brown ve ark., 1997). 

Kolesterolün enzimatik oksidasyon ürünleri, çoğunlukla sitokrom P450 ailesiyle 

ilişkili farklı enzimlerin etkisiyle oluşmaktadır (Olkkonen ve ark., 2012; Russell, 

2000). Örneğin; bu enzimlerden biri olan CYP46A1 enzimi, 24-hidroksikolesterol 

(24S-OH) oluşumunu katalize etmektedir. Bu enzim çoğunlukla sinir hücrelerinin ve 

retinanın endoplazmik retikulumunda (ER) bulunmaktadır (Björkhem, 2007). 

CYP7A1 ve CYP27A1 olmak üzere iki enzim ağırlıklı olarak karaciğer de oluşan 7α-

hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterol sentezinde rol almaktadır (Bjorkhem ve 

Eggertsen, 2001). Endoplazmik retikulumda ve çoğu dokunun golgi cisimciğinde 

bulunan demir içermeyen bir enzim olan 25-hidroksilaz (CH25H), 25-

hidroksikolesterol oluşumunu katalize etmektedir (Russell, 2000).  

Fizyolojik olarak bulunan oksisteroller arasında kolesterol biyosentezinin bir yan 

ürünü olan 24S-25-epoksi-kolesterol, enzimatik olarak üretildiği için ayırt edici 

özelliğe sahiptir (Nelson ve ark., 1981). 

Diyet ile alınımında ekzojen bir oksisterol kaynağı olduğu bilinmektedir (Otegui-

Arrazola ve ark., 2010). Okside steroller; gıda üretimi, depolanması ve hazırlanması 

ile oksidatif koşullara bağlı olarak kolesterol bakımından zengin olan gıdalarda 

yüksek düzeylerde görülmektedir (Brown ve Jessup, 2009). Gıdalardan emilen 

oksisterollerin, kan dolaşımına girebileceği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. 

Ancak endojen ve ekzojen oksisterol düzeylerinin tam bir kantitasyonu yoktur 

(Brown ve Jessup, 1999; Carpenter, 2002). 

Oksisteroller, kolesterol kaynaklı olduğundan bu moleküllerin üretimi bir dereceye 

kadar kolesterol varlığına bağlıdır. Fizyolojik koşullar altında, oksisterollerin 
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konsantrasyonunun kolesterol konsantrasyonundan yaklaşık 3 kat daha düşük 

düzeyde olduğu düşünülmektedir (Brown ve Jessup, 2009). 

2.2.3.Oksisterollerin Metabolizması ve Eliminasyonu 

Oksisterol metabolizmasında dört ana yol vardır; (Gill ve ark., 2008) 

• İlk olarak, oksisteroller kolesterol açil transferazlar (ACAT ve LCAT) ile 

esterleşebilirler. 

• İkinci yol, oksisterol oluşumunda CYP27A1 enzimi, aynı zamanda halka 

yapısı oksitlenmiş sterollerin daha ileri oksidasyonunu katalizleyebilir ve 

suda iyi çözünen türlere dönüştürebilir. Örneğin; CYP27A1 enzimi ile 7-

ketoklolesterol (7-KC), 27-hidroksikolesterole (27-OHC), 27-OHC de 3β-

OH-5-COOH-kolik asite dönüşmektedir (Brown ve ark., 2000). 

• Üçüncü yol, 11β-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi, oksitlenmiş sterolleri 

azaltabilir. Örneğin; 11β-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi ile 7-KC ve 7β-

hidroksikolesterol (7β-OHC) düzeyleri azalmaktadır (Jessup ve Brown, 

2005). 

• Dördüncü yol, kolesterol sülfotransferaz enzimi hem halka hem de yan zincir 

oksisterolleri sülfatlandırabilir. Örneğin; 7-KC ve 7β-kolesterol-3-sülfat 

molekülünde görülmektedir. (Chen ve ark., 2007; Fuda ve ark., 2007) 

Oksisterollerin eliminasyonu ise membranlarda görülmektedir. Oksisterollerin 

hidrofobik yapıda olması nedeniyle, taşınmaları için özel lipofilik taşıyıcılar 

gereklidir. Literatür de bu tür birçok taşıyıcı tespit edilmiştir (Brown ve Jessup, 

2009). Örneğin; Sterollerin yüksek yoğunluklu lipoproteinlere (HDL) dönüşmesiyle 

ABCA1, apoliprotein A1’e aktarır. 

Enzimatik ve non-enzimatik olarak üretilen oksisterollerin bir kısmının varlığı 

antioksidanlarla azaltılabilir. Örneğin; diyabetik hastalara vitamin E takviyesinin, 7-

KC ve 7β-OHC düzeylerini düşürdüğü belirtilmiştir. Aynı zamanda antioksidan 

desteklerinin, kolesterol epoksit düzeylerini de azalttığı düşünülmektedir. Ancak bu 

konu hakkında kesin bilgi yoktur (Brown ve Jessup, 1999). 
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2.2.4.Oksisterollerin Bulunduğu Yerler ve Konsantrasyonları 

İnsan vücundaki oksisterollerin yeri ve konsantrasyonları, potansiyel fizyolojik 

rolleri göz önüne alındığında önemli bir yer tutmaktadır. Kolesterol gibi oksisteroller 

de oldukça hidrofobiktir. Aynı zamanda, kolesterolden farklı olarak oksisterollerin 

molekül yapısındaki küçük kimyasal farklılıklar, diğer membran bileşenleri ile 

etkileşim şekillerini önemli ölçüde etkilemektedir. Bundan dolayı oksisteroller 

membran yapısı üzerinde önemli bir etkiye sahiptir (Kulig ve ark., 2015; Massey ve 

Pownall, 2005; Wang ve ark., 2004). Normal koşullarda oksisterol konsantrasyonu, 

yüksek kolesterol varlığında düşük düzeylerde gözlenmektedir. Bununla beraber, 

bazı patofizyolojik durumlarda oksisterol konsantrasyonu çok yüksek düzeylerde 

(toplam sterol konsantrasyonu> %20) görülebilmektedir. Bu durumlarda 

oksisterollerin membran özellikleri üzerindeki etkisi önemli olmaktadır (Brown ve 

Jessup, 1999; Javitt, 2008; Olkkonen ve Lehto, 2004). 

Hücresel oksisterol içeriği ve subselüler oksisterollerin konumu üzerine yapılan 

çalışmalarla, bu oksisterollerin tanımlanmasının karmaşık olduğu bildirilmiştir. Bu 

durum, özellikle kolesterol konsantrasyonuna göre daha düşük düzeylerde bulunan 

oksisteroller için önemli olmaktadır. Özellikle enzimatik olarak üretilen oksisteroller 

için, az miktarda kolesterol oksidasyonu bile analiz sonuçlarını büyük oranda 

etkileyebilmektedir. Bu yüzden oksisterol analizi yapılırken metotta peroksit 

içermeyen çözücüler kullanarak kolesterol oksidasyonunun kontrol edilmesi son 

derece önemlidir (Brown and Jessup, 1999; Olkkonen, 2012; van Reyk and Jessup, 

1999).  

Günümüzde, in vivo oksisterol konsantrasyonlarının analizi hakkında birkaç çalışma 

vardır. Bu nedenle, çeşitli patolojik durumlarda oksisterol düzeylerini 

değerlendirmek için verilerin doğru analizi oldukça önemlidir (Hulten ve ark., 1996; 

van Reyk ve ark., 2006). 

2.2.5.Oksisterollerin Biyolojik Rolü 

İnsan vücudunda nispeten düşük düzeylerde bulunmasına rağmen, oksisterollerin 

önemli biyolojik etkilerinin olduğu bilinmektedir.  
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Bu etkilerden bazıları;  

• Metabolik ara maddeler 

• Kolesterol homeostaz düzenleyicileri 

• Aterojenik ajanlar 

• Hücre geçirgenliği modülatörleri 

• Gen ekspresyon düzenleyicileri 

• Hücresel sinyal reseptörleri 

olarak bildirilmiştir (Kulig ve ark., 2015b; Meaney ve ark., 2002; Olsen ve ark., 

2009; Smondyrev ve Berkowitz, 2001). 

2.2.6.Oksisterollerin Hücre Membranı Üzerine Etkileri  

Biyolojik zarların fiziksel özellikleri çok sayıda hücresel mekanizma üzerinden sıkı 

bir şekilde kontrol edilmektedir. Kolesterol neredeyse tüm hücre membranlarının 

yapısında bulunduğundan, kolesterol homeostazı çok önemlidir. Literatürdeki bilgiler 

incelendiğinde, yapılan çalışmalarda lipid çift tabakasının fizikokimyasal ve 

biyolojik özelliklerine oksisterollerin de etkilerinin olduğu gösterilmiştir (Massey, 

2006; Olkkonen and Hynynen, 2009). Ek olarak oksisterollerin; lipoproteinler, 

membran proteinleri ve sterol taşıyıcı proteinler ile etkileşimleri incelenmiş olup 

kolesterolün etkilerinden farklı olduğu gösterilmiştir (Charbonneau ve ark., 2001). 

Özetle, oksisterolleri kolesterolden ayıran yapısal özellikler vardır ve biyolojik 

makromoleküllerin modifikasyonu ile doğrudan ilgilidir. Örneğin; 7-KC’ün sentetik 

ve biyolojik membranlarda kolesterolden farklı olarak kristalize olduğu yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir (Phillips ve ark., 2001). 

Biyofiziksel açıdan bakıldığında, lipid çift tabakasında kolesterolün etkileri; 

düzenleyici ve yoğunlaştırıcı etkilerdir. Düzenleyici etkisi, kolesterolün hidrokarbon 

zincirinin uzaması anlamına gelirken, yoğunlaştırıcı etkisi ise kolesterol 

molekülünün çevresinde lipid başına düşen yüzey alanının azalması anlamına 

gelmektedir. Genel olarak oksisteroller, lipid çift tabakalarını kolesterol ile benzer 

şekilde etkiler ancak tipik olarak oksisterolün düzenleyici ve yoğunlaştırıcı 
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etkilerinin kuvveti kolesterolün etkilerinden daha zayıftır (Ahyayauch ve ark., 2006; 

Gelissen ve ark., 1999; Keller ve ark., 2004; Kulig ve ark., 2015b; Pulfer ve Murphy, 

2004). Örneğin; 7-KC ve 5-hidroksikolesterol (5-OHC)’ün lipid çift tabakası 

üzerinde daha az düzenleyici etkisi olduğu bulunmuştur (Wang ve ark., 2004). 

2.3. Hastalıklarda Oksisterollerin Yeri 

Oksisteroller, sadece kolesterol-lipid metabolizmasının ve membran yapısının 

modülasyonu gibi fizyolojik süreçlerde değil, aynı zamanda patolojik koşullarda da 

önemli rol oynamaktadır. Kolesterol-lipid homeostazı çoğunlukla enzimatik olarak 

oluşan oksisteroller (7-OHC, 22-OHC, 24-OHC, 25-OHC, 27-OHC) tarafından 

modüle edilmektedir. Aynı zamanda en güçlü sitotoksisite, otooksidasyon orjinli 

oksisteroller (7-KC ve 7-OHC) için kabul edilmiştir. Hücre ölümü ve inflamasyona 

bağlı birçok hastalıkta, oksisterollerin fizyolojik seviyeleri aştığı bulunmuştur. 

Şekilde oksisterollerin hastalıklarla ilişkilerine genel bir bakış gösterilmektedir. 

(Şekil 2.2) 

 

Şekil 2.2. Yaşa bağlı meydana gelen hastalıklarda oksisterollerin hedef organları 

W. Kulig et al. / Chemistry and Physics of Lipids 199 (2016) 144–160 

2.3.1. Ateroskleroz ve İnflamasyon 

Ateroskleroz, oksisterollerle ilgili olduğu bilinen kardiyovasküler bir hastalıktır. Bu 

patalojik durum, büyük ve orta arterlerin duvarlarındaki kolesterol birikimi ile 

karakterizedir. Aterosklerotik plak oluşumu giderek damar lümenini daraltır, 
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tromboza yol açar ve hedef organlara giden oksijen miktarının azalmasına sebep 

olarak kalp krizi ve inmeye sebep olan mortalite oranı yüksek bir durumdur (Chisolm 

ve Steinberg, 2000). Aterosklerotik lezyonlarda bulunan kolesterol genellikle düşük 

yoğunluklu lipoproteinlerden (LDL) kaynaklanmaktadır (Goldstein ve ark., 1979). 

Bu patolojik durumda oksisterollerden; 7-KC, 27-OHC ve 7α/β-OHC düzeyleri 

plazmada belirgin şekilde artmaktadır. Aynı zamanda, aterosklerotik plağın içeriği 

%75-80 oksisterollerden oluşmaktadır. Plak gelişiminde bu oksisterollerin aktif rol 

aldığı belirlenmiştir (Brown ve Jessup, 1999). 

Aynı zamanda immünolojik yanıt ve özellikle makrofaj biyolojisinin, oksisteroller 

tarafından düzenlendiği ortaya koyulmuştur. Örneğin; karaciğer X reseptörünün 

(LXR) aktive olmasıyla, sterollerin akışı artar ve aterosklerotik lezyonların 

oluşumunu engelleyecek inflamatuar yanıtı inhibe eder (Graham ve Allen, 2015).  

27-OHC’nin ise, pro-inflamatuar genleri regüle ettiği, vasküler hücrelerdeki 

inflamutuar süreçleri başlatarak plazma tümör nekroz faktörü (TNF-α) yükselttiği 

bilinmektedir. 

2.3.2. Nörodejeneratif Hastalıklar 

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Multiple skleroz gibi nörodejeneratif 

hastalıklar, genellikle oksisterollerle ilgili farklı koşullar oluşturmaktadır. Vücuttaki 

toplam kolesterolün yaklaşık %20’si beyinde bulunmaktadır. Beyin insan 

vücudundaki kolesterolün en yüksek bulunduğu organdır. Beyinde bulunan 

kolesterolün; %10’u nöronların, %20’si nöronları besleyen glial hücrelerin, %70’i 

nöronları saran miyelin kılıfın yapısına katılmaktadır (Maxfield ve Tabas, 2005). 

Beyinde kolesterol, kan-beyin bariyeri (KBB) nedeniyle in situ olarak 

sentezlenmektedir. Beyinde sentezlenen fazla kolesterol, 24-hidroksilaz (CYP46A1) 

enzimi ile KBB’ni geçebilen bir oksisterol olan 24-OHC’ye çevrilerek karaciğer 

tarafından metabolize edilmektedir (Bjorkhem, 2006). Ayrıca dolaşımda en fazla 

bulunan oksisterol olan 27-OHC ve 7α-hidroksi-3okzo-4-kolesteronik asitin KBB’ni 

geçebildiği gösterilmiştir. Lipofilik bir zar olan KBB’ni geçebilen oksisterollerin, 

beyin-kolesterol homeostazını düzenlemesine ilişkin patolojik koşullarda aktif bir rol 

oynadığı bildirilmiştir (Bjorkhem ve ark., 2009). 
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Alzheimer Hastalığı (AH) 

Alzheimer hastalığı (AH), milyonlarca insanı etkileyen demansın en yaygın şeklidir. 

AH; insan beyninde protein agregatlarının oluşumu, amiloid betanın hücre dışında 

depolanması ve tubulin associarlet unit (tau) proteinlerinin hücre içi birikmesiyle 

karakterizedir (Blennow ve ark., 2006). AH patogenezinde oksisterollerin rolü çok 

önemlidir (Gamba ve ark., 2015). Örneğin; 24-OHC, kolesterol sentezini kontrol 

eden transkripsiyon faktörleri olan SREBP-1C, SREBP-2 ve LDL reseptörlerini 

down-regüle eder, apoliprotein-E’yi LXR aracılığıyla uyararak up-regüle eder ve 

ATP bağlayıcı kasetlerden ABCA1 ve ABCG1’in up-regülasyonunu sağlar (Abil-

dayeva ve ark., 2006). 24-hidroksilaz enziminin, AH dahil olmak üzere bazı bellek 

bozukluklarına sebep olduğu öne sürülmüştür (Burlot ve ark., 2015). Beyindeki 

CYP46A1 seviyesinin yaşla beraber arttığı ve bununda yaşlılık döneminde bilişsel 

bozulmaya neden olabileceği öne sürülmektedir. Yaş dışında, apo-E’nin e4 allelini 

bulundurması, Alzheimer hastalarında olduğu gibi ateroskleroz için de ana risk 

faktörüdür (Zarrouk ve ark., 2014).  

Parkinson Hastalığı (PH) 

Parkinson hastalığı en yaygın görülen hareket bozukluğudur. Lewy inklüzyon 

cisimcikleri α-synuclein proteinin birikmesi ve hücre ölümü ile karakterizedir. 

PH’nda, beyinde dopamin üreten nöronların kaybı izlenmektedir. Dopamin 

salgılayan hücreler özellikle beyin sapında substantia nigra isimli bölgede 

bulunmaktadır (Rantham Prabhakara ve ark., 2008). Oksisteroller (24S-OHC, 27-

OHC ve secosterol) özellikle α-synuclein agregasyonuna ve dopamin içeren 

nöronların ölümüne neden olmaktadır (Bosco ve ark., 2006). Ayrıca, oksidatif 

kolesterol metabolitlerinin düzeyleri PH hastalarının serebral korteksinde daha 

yüksektir. Serebrospinal sıvıda 24S-OHC düzeyi hastalığın süresi ile ilişkilidir. Bu 

bilgilere rağmen, birkaç klinik çalışmada PH ile oksisterol düzeyleri arasında bir 

korelasyon bulunamamıştır (Bjorkhem ve ark., 2013). Genel olarak, oksisterollerin 

PH’daki önemi tartışmalı olmakla beraber göz ardı edilmemelidir. 

Huntington Hastalığı (HH) 

Huntington hastalığı, beyindeki sinir hücrelerinin progresif hasarıyla kas 

koordinasyonunu etkilenmesiyle karakterize olan zihinsel bozukluğun görüldüğü 

genetik bir bozukluktur. HH ve oksisterollerin ilişkisi hakkında veriler çok fazla 

değildir. HH hastalarında 24S-OHC ve 27-OHC düzeylerinin plazmada değiştiği 
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gözlenmiştir (Leoni ve Caccia, 2015). Bir çalışmada ise, beyin ölümü gerçekleşen 

HH hastalarına ait dokularda, putamende 24S-OHC düzeyinde %60 azalma, 

kolesterol düzeyinde %30 artış, 7-KC ve 7β-OHC düzeyinde %50-70 oranında artış 

olduğu gözlenmiştir (Kreilaus ve ark., 2015). 

Multiple Skleroz (MS) 

Multiple skleroz hastalığı, immun kaynaklı demiyelinizasyon ve merkezi sinir 

sisteminde (MSS) akson kaybı ile karakterizedir. Demiyelinizasyona katılan çok 

miktarda ROS, miyelin içeriğinin %10’undan fazlasını oluşturan kolesterolü 

oksitlemektedir (Vejux ve Lizard, 2009). Aslında, MS hastalarının beyin-omurilik 

sıvısı nöronal hasar oluşturduğu bilinen 7-KC içermektedir. Aynı zamanda, MS 

hastalarının plazmalarında 24S-OHC gözlenmiştir (Teunissen ve ark., 2007). Bu 

bilgiler doğrultusunda Multiple skleroz (MS) oluşturulan fare modelinde plazma 

24S-OHC ve 27-OHC düzeylerinin arttığı belirtilmiştir (Teunissen ve ark., 2007). 

2.3.3. Kanser 

Karsinojenezin enflamasyonla güçlü bir şekilde bağlantılı olduğu bilinmektedir 

(Griven- nikov ve ark., 2010). Oksisteroller; kolon, akciğer, cilt, göğüs, prostat ve 

safra kanalı kanseri ile ilişkilidir (Jusakul ve ark., 2011). Karsinojenezde 

oksisterollerin etkisi üç şekilde olmaktadır;  

• DNA hasarının indüklenmesi,  

• Siklooksinejenaz-2 ekspresyonunun indüksiyonu 

• Tümör hücresi migrasyonunun uyarılması şeklindedir (Zarrouk ve ark., 

2014). 

Kolorektal kanserler, LXR aktivasyonuna duyarlıdır. LXR aktivitesi, prostat 

kanserinin ilerlemesini azaltıcı etki oluşturabilmektedir. İn-vitro oksisterollerin 

yaşlanan hücrelere müdahale ettiği ve etkisi az olsa da birçok kanser hücre tipinin 

ölümüne neden olduğu yakın zamanda yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Zarrouk 

ve ark., 2014). 
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2.3.4. Diğer Hastalıklarda Oksisteroller 

Oksisterollerin rolü; Tip-2 diyabet, kronik böbrek yetmezliği, anoreksiya, katarakt 

gibi hastalıklarda da gösterilmiştir (Sottero ve ark., 2015; Mal-grange ve ark., 2015; 

Sottero ve ark., 2009). 

Östrojen sinyali, uygun kemik yoğunluğunu korumak için kritik önem taşır. 

Plazmada artan 27-OHC düzeylerinin kemik-mineral yoğunluğunu azalttığı 

gösterilmiştir. Bu veriler östrojen sinyali, kolesterol ve metabolik hastalıklar ile 

osteoporoz arasındaki ilişkinin kanıtı olmaktadır (Dusell ve ark., 2010). 

2.4. Lizozomal Depo Hastalıkları 

Lizozomal depo hastalıkları (LDH), lizozomal enzim ve transport proteinlerinin 

fonksiyon eksikliğinden kaynaklı olarak oluşan ve 60’dan fazla tipi olan kalıtsal 

geçişli hastalıklardır. LDH’de defektif enzim nedeniyle sfingolipid, 

glikozaminoglikan, glikoprotein ve glikojen gibi birçok substratın parçalanma ve 

uzaklaştırılma mekanizması sorunludur. Bu substratlar endozom/lizozom içerisinde 

depolanmaktadır. Substratların birikimi doku hasarı ve hücre ölümüne yol 

açmaktadır. Lizozomal hastalıkların diğer birçok genetik hastalık gibi bebeklik ya da 

erişkin yaşta başlangıç gösteren türleri bulunmaktadır (Sharafi ve Emre, 2010). 

2.4.1. Niemann Pick-Tip C Hastalığı 

Niemann Pick tip-C hastalığı (NP-C), nadir görülen otozomal resesif, nörovisseral 

lipid depolama bozukluğudur. Bu hastalığa, NPC1 ve NPC2 genlerinde meydana 

gelen mutasyon sebep olmaktadır (Şekil 2.3) (Pentchev ve ark., 1985). Lizozomlarda 

ve geç endozomlarda, esterleşmemiş kolesterol ve çeşitli sfingolipidler dahil olmak 

üzere geniş bir lipid birikimi ile karakterizedir (Vance ve Karten, 2014). NP-C’de 

lipidlerin birikimi hastalık patogenezinde önemli rol oynamaktadır. NP-C’nin 

başlangıç yaşı değişkenlik göstermektedir ve hastalığın farklı evrelerinde ortaya 

çıkabilen ve farklı oranda ilerleme gösteren, spesifik olmayan, visseral, nörolojik ve 

psikiyatrik klinik semptomları bulunmaktadır (Vaniel, 2010; Jahnova ve ark., 2014). 

NP-C çeşitli verilere göre 89.000 canlı doğumda bir görülmektedir. Ancak tanısı zor 

koyulan bu hastalığın tanınmayan ve geç başlangıçlı formları daha yüksek bir 

insidans oluşturmaktadır (Patterson ve ark., 2012). 
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Şekil 2.3. NPC1/NPC2 genlerinin yapısı ve lizozom içindeki aktiviteleri 

                Brown and Goldstein Niemann-Pick Type C Diesease, 2013 

NP-C de tanıyı geciktiren bazı faktörler vardır. İlk klinik tablo spesifik olmadığı için 

NP-C’nin sınırlı farkındalığı ile birlikte kesin tanı koymak zorlaşmaktadır. NP-C 

için bazı ülkelerde ulusal tanı merkezleri mevcut olsa dahi, tanısal testlerin 

yaygınlığı, test yapılabilirliği ve maliyeti açısından sınırlıdır. Bu durum, genellikle 

semptomların başlangıcından, teşhis ve tedaviye kadar olan sürede büyük bir 

gecikmeye sebep olmaktadır (Wraith ve ark., 2009; Jahnova ve ark., 2014). 

2.4.2. Klinik İnceleme 

Ayrıntılı bir klinik muayene, bazı durumlarda NP-C’yi diğer nöro-metabolik 

bozukluklardan ayırt etmeye yardımcı olabilmektedir (Wraith ve ark., 2009). Aynı 

zamanda, NP-C’nin klinik bulguları hastalığın evresine bağlı olarak 

değişebilmektedir ve benzer genotipleri olan bireyler arasında bile farklılık 

gözlenebilmektedir. Bu durumlarda klinik tanı koymak oldukça güçleşmektedir. Bu 

nedenle diğer kalıtsal metabolizma bozukluklarına benzer şekilde, doğrulayıcı 

laboratuvar testleri her zaman gereklidir. 

NP-C’nin belirtileri ve semptomları genel olarak; visseral, nörolojik ve psikiyatrik 

olmak üzere üç kategoriye ayrılır (Mengel ve ark., 2013; Wijburg ve ark., 2012; 

Wraith ve ark., 2014). NP-C hastalarında, hastalığın belirlenmesine yardımcı olan 

bazı semptomlar vardır. Bunlar arasında; neonatal kolestatik sarılık, splenomegali, 

progresif supronükleer palsi, ataksi, disfaji, distoni, bilişsel bozukluk ve psikoz yer 

almaktadır. Fakat semptomlar bunlarla sınırlı değildir. Spesifik NPC1 veya NPC2 
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mutasyonlarının, NP-C’nin nörolojik semptomlarının başlangıç yaşı ile bağlantılı 

olduğu bilinmektedir (Vainer, 2010).  

NP-C’nin heterojenliği ve diğer hastalıklarla örtüşen semptomlarının varlığı, teşhis 

sürecini zorlaştırmakta ve geciktirmektedir. Visseral ve nörolojik/psikiyatrik 

semptomları bulunan yetişkin bir hasta ile sadece visseral bulguya sahip NP-C tanısı 

almış hastalar bulunabilmektedir (Wraith ve ark., 2014). 

2.4.3. Niemann Pick-Tip C Tanısında Kullanılan Yöntemler 

Laboratuvar temelli testler NP-C tanısının temelini oluşturmaktadır. Uzmanlar 

tarafından NP-C için tanı testlerinin geliştirilmesi konusunda ortak bir görüş 

bulunmaktadır. Çünkü mevcut NP-C tanısı için yaklaşımlar bazı sınırlamalara 

sahiptir (Wraith ve ark., 2016). 

Filipin ile Boyama ve Kolesterol Esterifikasyon Testi 

NP-C, LDL kaynaklı kolesterolün hücre içi taşınmasında meydana gelen bir 

bozulma ile karakterizedir (Vainer ve ark., 2015; Vance ve Karten, 2015). NPC1 ve 

NPC2 proteinleri, geç endozom-lizozomlardan kolesterol çıkışı için gereklidir. 

NPC1 ve NPC2 proteinleri herhangi bir mutasyona uğrayarak işlevini kaybettiğinde 

LDL hücreleri geç endozom-lizozom bölgesinde kolesterol birikmesine neden 

olmaktadır (Kruth ve ark., 1986). Bu mekanizma, NP-C tanısı için mevcut yöntem 

olan Filipin testinin prensibini oluşturmaktadır.  

Bir başka tanı yöntemi olan kolesterol esterifikasyon yönteminde; açil-KoA, 

kolesterol açiltransferaz (ACAT) ile kolesterol ester oluşumunu geciktirmektedir 

(Pentchev ve ark., 1987). Bu iki yöntemin avantaj ve dezavantajları tabloda 

gösterilmektedir (Tablo 2.1). 
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Tablo 2.1. Filipin ile boyama ve kolesterol esterifikasyon testlerin karşılaştırılması 

Yöntem Avantajlar Sınırlamalar 

Deri fibroblastlarının 

Filipin ile boyanması 

(Floresans mikroskopu 

ile değerlendirme) 

• NP-C vakalarının 

%80’den fazlasının 

tipik yöntemi 

• NPC1 ve NPC2 de 

benzer sonuçlar 

• Boyama sonucu net 

bir şekilde 

anlaşılmakta ve 

klinik bulgular tanıyı 

destekler. 

• İnvaziv deri biyopsisi ve 

hücre kültürü 

• 2-5 hafta arasında sonuç 

çıkması 

• Yüksek maliyet 

• Teknik şartlar ve 

gereksinimler (her analiz 

için yeterli mikroskop 

koşulları, spesifik 

biyolojik reaktifler) 

• Tüm bu nedenlerden 

dolayı sonuçları 

yorumlamada uzman 

tecrübesi (daha az sayıda 

pozitif hücre olduğunda ve 

NP-A/B de hafif pozitif 

sonuçları yorumlamak 

zorlaşır.) 

Kolesterol esterifikasyon 

testi (LDL kaynaklı 

kolesterol ester oluşumu) 

• NPC1 ve NPC2 

genlerinde meydana 

gelen mutasyonların 

tanımlanmasında çok 

avantajlıdır. 

• NP-C vakalarında net 

ve kesin sonuç verir. 

• NP-C’yi NP-A/B ve 

diğer hastalıklardan 

ayırmaktadır. 

• Deri biyopsisi ve hücre 

kültürü 

•  Çok uğraş gerektirir ve 

yüksek maliyete sahiptir. 

• Spesifik biyolojik 

reaktiflerin gereksinimi 

• Filipin boyama testinden 

daha az spesifiktir. 
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Biyokimyasal Belirteçler 

NP-C için daha geniş bir tarama yapabilmek için düşük maliyetli, kan bazlı, spesifik 

ve hızlı analize olanak sağlayan biyobelirteçlere ihtiyaç vardır. Kitotriozidaz 

aktivitesi ölçümü, uzun zamandır NP-C tanısı için tek yaklaşımdı. Son yıllarda, 

birkaç yeni, daha duyarlı ve spesifik metabolitlerin testleri geliştirilmiştir. Bunlar 

NP-C için birincil tarama testi olarak sıklıkla kullanılabilme özelliğine sahiptir 

(Vanier ve ark., 2016). 

Kitotriozidaz Aktivitesi 

Kitotriozidaz aktivitesinin ölçümünün, Gaucher hastalığı tanı ve izleniminde yararlı 

bir biyobelirteç olduğu gösterilmiştir. Aynı zamanda kitotriozidaz aktivitesinin hafif 

/orta düzeyde artış göstermesi, NP-A, NP-B ve NP-C de dahil olmak üzere diğer 

lizozomal depo hastalıkları için genel bir gösterge olmuştur ve yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Ries ve ark., 2006). Ancak NP-C hastalarında kitotriozidaz 

aktivitesindeki artış, hastalığın geç başlangıçlı formlarında ortaya çıkmaktadır. 

Ayrıca, inme ve tip-2 diyabet gibi sık görülen hastalıklarda da yükselmiş 

kitotriozidaz aktivitesi kaydedilmiştir (Elmonem ve ark., 2016; Bustamante ve ark., 

2014). Bu nedenle, kitotriozidaz aktivitesi NP-C için özgüllük ve duyarlılıktan 

yoksundur (Boot ve ark., 1998). 

Oksisterol Analizleri 

Esterleşmemiş kolesterolün lizozomlarda birikmesinin yanı sıra, NPC1 hücre 

dizilerinde ve NPC1 fare modelinde ROS üretimini artırarak oksidatif stres yarattığı 

gösterilmiştir (Reddy ve ark., 2006; Zampieri ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2008). 

Oksidatif streste, non-enzimatik olarak kolesterolün oksidasyon ürünlerinin oluştuğu 

bilinmektedir. NPC1 fare dokularında iki oksisterolün (kolestan-3β-5α-6β ve 7-

ketokolesterol) bu şekilde yükseldiği kaydedilmiştir (Şekil 2.4 ve Şekil 2.5) Aynı 

zamanda bu metabolitler plazmada da artmış olarak bulunmuştur. NP-C’li fare ve 

hastalarda artmış bulunan bu oksisteroller, NPC1 heterozigotlarda kısmen artmıştır 

(Porter ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2008). 
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Şekil 2.4. Kolestan-3β-5α-6β (C-triol)’ün molekül yapısı 

  

           

Şekil 2.5. 7-Ketokolesterol (7-KC)’ün molekül yapısı 

NP-C’nin hızlı tanısında kullanılmak üzere plazma oksisterollerinin analizi için, gaz 

kromatografisi-kütle spektrometresi (GC/MS), sıvı kromatografisi-ardışık kütle 

spektrometresi (LC-MS/MS) ve atmosferik basınçlı kimyasal iyonizasyon kaynağı 

kullanılan kütle spektrometrik (LC-APCI-MS/MS) yöntemler önerilmiştir (Jiang ve 

ark., 2011). Elektrosprey iyonizasyon(LC-ESI-MS/MS) gibi farklı iyonizasyon 

kaynaklı kütle spektrometrik yöntemler de gelişmeye devam etmektedir (Boenzi ve 

ark., 2014; Klinke ve ark., 2015; Pajares ve ark., 2015; Romanello ve ark., 2016; 

Kannenberg ve rak., 2016). 

NPC1 veya NPC2 genleri mutasyona uğramış tüm hastalarda plazma oksisterol 

düzeyleri yükselmiştir (Stamfer ve ark., 2013, Jiang ve ark., 2011; Reunert ve ark., 

2014; Amroui ve ark., 2014). Oksisterol düzeyleri NP-C hastalarının Filipin boyama 

testi sonuçları her zaman ilişkili bulunmamıştır. Fakat özenli çalışılmış ve pozitif 

sonuçlanmış Filipin testli NP-C hastalarında, oksisterol düzeyleri yüksek 

bulunmuştur (Stamfer ve ark., 2013). 

Literatürde denenen metotlara ait analizlerin sonuçları incelendiğinde, C-triol 

analizinin NP-C hastaları için 7-KC analizinden daha fazla ayırt edici güce sahip 

olduğu görülmektedir. (Porter ve ark., 2010; Boenzi ve ark. 2014).  
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NP-C tanısı koyulan hasta sınırlı olduğundan, C-triol ve 7-KC analizlerinin özgün 

değeri yeni anlaşılmaya başlanmıştır. C-triol ve 7-KC düzeylerinin, NP-A ve NP-B, 

lizozomal asit lipaz eksikliği ve serebrotendinöz ksantomatoz gibi hastalıklarda da 

kısmen arttığı gözlenmiştir. Smith-Lemli-Opitz sendromu ve peroksizomal 

bozuklukları olan bazı hastalarda da 7-KC düzeyinde kısmen artış gözlenmiştir 

(Pajares ve ark., 2015; Kannanberg ve ark., 2016). Çeşitli karaciğer hastalıklarında, 

genetik hiperkolesterolemi olan hastalarda ve nörolojik tutulum görülen bazı 

hastalıklarda, Gaucher’nin de dahil olduğu birçok LDH’da normal sonuçlar 

gözlenmiştir (Pajares ve ark., 2015). Ancak oksisterol sonuçlarının yüksekliği, 

özellikle kolestatik sarılığı olan yenidoğanlarda dikkatli bir şekilde yorumlanmalıdır 

(Polo ve ark., 2016). 

Bu geliştirilen biyobelirteçlerin, NP-C tarama testi olarak kullanımında birçok 

avantaj bulunmaktadır. C-triol ve 7-KC analizleri dondurulmuş plazmalarda hızlı bir 

şekilde yapılabilmektedir. Deri fibroblastlarında Filipin boyama testi gibi invaziv 

yöntemlerden daha duyarlıdır. C-triol daha spesifik olduğundan tanıda daha tercih 

edilebilir görülmektedir. Oksisterol analizinin maliyeti diğer yöntemlere göre çok 

daha düşüktür. Ancak analizle ilgili birtakım sınırlamalar vardır. Oksisterol 

analizleri; non-invaziv olması, düşük maliyeti, kısa sürede analiz edilebilmesi ve 

hassas olması nedeniyle diğer önemli hususlar dikkate alınırsa NP-C şüphesi olan 

kişiler için son derece yararlı görünmektedir (Polo ve ark., 2016). 

2.5. Kolestan-3β-5α-6β (C-triol) ve 7-Ketokolesterol (7-KC) Analizi 

Oksisterol analizi, biyolojik sıvılarda çok düşük konsantrasyonda (ng/mL) 

bulunduğundan kolay değildir. Geliştirilen yöntemlerde, analiz öncesi işlemler 

(özellikle türevlendirme aşaması) çok titizlikle yapılmalıdır. Kan örneklerinin; 

hemoliz olmadan ve kısa bir süre içinde dondurucuya kaldırılması gereklidir. Bu 

sınırlamalar, özellikle hızlı otooksidasyon özelliğine sahip 7-KC için yanlış yüksek 

sonuçlar oluşturabilmektedir. Bu zorlayıcı analizler için birkaç kromatografik 

yöntem geliştirilmiştir (Wraith ve ark., 2009). 

Bugüne kadar, biyolojik örneklerde oksisterollerin kantifikasyonu esas olarak 

GC/MS yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Bu yöntem, karmaşık yapıdaki 

oksisterollerin duyarlı olarak saptanmasına rağmen GC/MS temelli yöntemler yoğun 

emek, uzun örnek hazırlama prosedürleri ve nispeten daha fazla plazma hacimlerine 
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gereksinim olduğundan kullanımı sınırlanmıştır (Bjorkem ve ark., 1988; Menendez-

Carreno ve ark., 2008). 

Türevlendirme 

LC-MS/MS yöntemine dayanan analizlerde, ekstraksiyonlar ve çeşitli basamaklar 

birleştirilerek yeni prosedürler oluşturulmuştur. Oksisterol analizinde en önemli 

basamak türevlendirme işlemi olduğundan Girard hidrazon, pikolinil ester ve 

dimetilglisin ester (DMG) ile farklı türevlendirme aşamaları denenmiştir (Şekil 2.6).  

Girard türevlendirme işlemi, enzimatik basamakların varlığı ve bir gece süren 

inkübasyon nedeniyle oldukça zahmetli ve zaman alıcı bir yöntem olduğundan 

günümüzde tercih edilmemektedir.  

Pikolinil ester ile yapılan türevlendirme işleminde, sabunlaştırma basamağı ve 

yüksek sıcaklıkta (80oC) inkübasyon gerektiğinden, kolesterolün otooksidasyonuna 

bağlı kantitasyon sorunları yaşanmıştır. 

Dimetilglisin (DMG) ile türevlendirme işlemi ise; yöntemin verimliliği, serbest 

esterlenmemiş oksisterollerin tespitine imkan sağlaması, daha düşük sıcaklıkta 

derivatizasyon (otooksidasyon ürünlerinin oluşumunu sınırlar) gerektirmesi gibi 

uygun özellikleri nedeniyle C-triol ve 7-KC analizi için tercih edilmektedir (Jiang ve 

ark., 2011; Polo ve ark., 2016). 

                

      

Şekil 2.6. Dimetilglisin ester molekül yapısı 

Örnek Stabilitesi 

Kütle spektrometrik yöntem ile yapılan C-triol ve 7-KC analiz çalışmaları 

incelendiğinde örnek stabilitesinin sonuçları etkilediği görülmüştür. Polo ve 

arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada -20oC ve -80oC de saklanan iki ayrı grup 

örnekler analiz edilmiştir. Sonuçlar değerlendirildiğinde, -20oC’de saklanan kalite 

kontrol örnekleri -80o’de saklanan örneklerin sonuçlarıyla karşılaştırıldığında, C-
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triol stabilitesini korurken, 7-KC’nin hızlı okside olma özelliğinden dolayı plazmada 

arttığı gözlenmiştir.  

Bu sonuçlara göre literatürde bu iki parametre için yapılan yorumlar aşağıda 

verilmiştir (Polo ve ark., 2011; Jiang ve ark., 2011); 

• C-Triol, oda sıcaklığında 2-3 gün boyunca stabildir. Ancak ölçüm bir hafta 

içinde yapılmalıdır. 

• Kısa sürede (bir hafta) analiz edilecek örnekler -20oC’de saklanabilir. Ancak 

uzun süre (ay/yıl) saklanması gereken örnekler için -80oC tercih edilmelidir. 

• C-Triol, NP-C tanısı için yararlanılabilecek olan öncelikli biyobelirteçtir. 

• 7-KC ise örneklerin doğru saklanma kontrolü ve örnek stabilitesini 

değerlendirmek için kullanılabilir. 

2.6. Kütle Spektrometresi 

Kütle spektrometreleri, manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yüklü 

partikülleri kütle/yük (m/z) oranlarına göre diğer yüklü partiküllerden ayırarak 

analiz eden cihazlardır. Kütle spektrometrelerinin tıp alanında kullanımı son yıllarda 

önemli oranda artmıştır. Özellikle metabolik hastalıkların tanısında, genişletilmiş 

yenidoğan taramalarında, steroid hormon ve vitamin analizlerinde sıklıkla 

kullanılmaktadır.  

Moleküller normalde yüklü partiküller değillerdir ve kütle spektrometrelerinde 

iyonizasyon işlemi ile uyarılarak iyonize hale dönüşürler. Yüklü moleküller stabil 

olmadıklarından başka moleküllerle veya bir yüzey ile çarpıştıklarında küçük 

parçacıklara parçalanırlar. Oluşan her bir iyon kendine özgü bir kütle/yük oranına 

sahiptir ve bu oranların yoğunluğuna karşı oluşan bir spektrumla gösterilmektedir. 

Her bir iyonun yoğunluğu detektöre ulaşan miktarı ile orantılıdır ve her bileşiğin 

spektrumu kendine özeldir. Bilinmeyen bir örneğin analizi sonucu elde edilen pik, 

referans materyale ait pik ile karşılaştırılarak bileşiğin kütlesi tanımlanmaktadır 

(Mosharrafa ve ark., 1971; Cooks ve ark., 1983). 

İyonlaştırma işlemi çeşitli kaynaklarla sağlanabilmektedir. İyon kaynaklarını başlıca 

gaz faz iyon kaynakları ve desorpsiyon iyon kaynakları olmak üzere iki grupta 
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incelemek mümkündür. Gaz faz iyon kaynaklarında örnek önce buharlaştırılır ve 

daha sonra iyonize edilir. Desorpsiyon kaynaklarında ise örnek sıvı veya katı halden 

direkt gaz iyonlara dönüştürülür. Isıya dayanıksız ve uçucu olmayan bileşiklere 

kolaylıkla uygulanabilir olması desorpsiyon kaynaklarının avantajları arasındadır. 

Gaz faz kaynaklar ise genellikle kaynama noktası 500ºC nin altındaki ısıya 

dayanıklı örneklere uygulanmaktadır (Banks ve ark., 1994). 

Gaz faz iyon kaynaklarından elektron iyonizasyon (ESI) ve kimyasal iyonizasyon 

(CI) teknikleri en sık kullanılanlardır. Desorpsiyon tipi iyon kaynaklarından; hızlı 

atom bombardımanı (FAB) polar ve çok yüksek moleküler ağırlıklı moleküllerin 

analizinde kullanılmaktadır. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ise polipeptitlerin, 

proteinlerin ve oligonükleotidlerin analizinde sıklıkla kullanılmaktadır. Matriks 

destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ise özellikle peptitlerin analizinde 

kullanılmaktadır (Banks ve ark., 1994). Termosprey iyonlaştırma kaynağı ise yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) sisteminden MS sistemine gelen kapiller 

tüpüne yüksek voltaj uygulanarak ısıtılarak örnek iyon kaynağına püskürtülerek 

gönderilir. Bu iş için kullanılan “Termosprey” ile sıvı halden gaz hale 

dönüştürülen iyon buharlaştırılırmaktadır. Damlacıklar (+) ve (–) yüklü iyonlar ile 

çözücü içermektedirler. Ancak iyonlardan birinin polaritesi daha baskındır. 

Kütle spektrometreleri iyon kaynağına giren bütün bileşikleri ayrıştırır ve 

iyonlaştırır. Organik bileşiklerin içerisinde çok fazla sayıda molekül mevcuttur ve 

hepsinin kütle fragmenti izlenir. Bu nedenle iyi bir spektrum elde etmek amacıyla 

belirli bir sürede sadece saf bir bileşiğin kütle spektrumunu almak gereklidir. 

Dolayısı ile kütle spektrometreleri gaz veya sıvı kromatografi gibi bir ayrıştırma 

işlemi ile birlikte kullanılması gerekir (Kiser ve Sulliman, 1968). Sıvı Kromatografi-

Kütle Spektrometresi (LC-MS) uçucu olmayan ve ısıya karşı dayanıksız olan 

bileşiklerin ayrıştırılması için kullanılır. Sıvı faz kullanıldığı için yüksek ısı 

gerekmemektedir (Lacey ve ark., 200; Banks ve ark., 1994). 

2.6.1. Sıvı kromatografi-Ardışık Kütle Spektrometresi (LC-MS/MS) 

Seçiciliği yükseltmek ve dedeksiyon limitlerini artırmak için MS’den önce örneğin 

ekstraksiyon ve kromatografik ayrıştırmalar gibi bazı ön işlemlerden geçirilmesi 

gereklidir. Bunun için en uygun yöntemlerden birisi, iki veya daha fazla analitik 

tekniğin ardışık olarak bağlanmasıdır. Kullanılan kolonlar normal faz ve ters faz 
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olarak ayrılır. Ters faz kolonda sabit faz, sabit silika partiküllerine kovalent bağ ile 

bağlı nonpolar organik gruplardan oluşur. Mobil faz ise polar sıvıdır. Nonpolar 

analitler kolonu daha erken terk ederler. Normal faz kromatografide ise sabit faz 

polar moleküllerden mobil faz ise apolar çözücüden oluşur. Normal faz 

kromatografilerde mobil fazdaki küçük değişiklikler kromatogramda belirgin 

değişikliklere neden olmaktadır.  

Kolondan çıkan moleküller iyonlaştırma kaynağına gelir. İyonlaştırma kaynağı 

tarafından moleküller uyarılarak yüklü iyonize hale getirilirler. Çalışmamızda 

iyonlaştırma kaynağı olarak ESI kullanılmıştır. ESI özellikle büyük ve ısıya 

dayanıksız protein, polipeptid analizinde tercih edilir. İyonlaştırma kaynağında 

oluşan farklı m/z oranına sahip iyonlar kütle analizörü tarafından ayırt edilerek 

dedektöre gönderilir. Çalışmamızda kütle analizörü olarak üçlü kuadrupol sistemi 

kullanılmıştır. İyon demeti yoluna paralel yerleştirilmiş ve 0.1-0.3 m uzunluğunda 

dört silindirik çubuktan ibaret bir kuadrupol sistemi kullanılır. 

Bu dört silindirik çubuğa hem doğru akım hem de radyo frekansı gerilimi uygulanır. 

Ayırma borusuna küçük bir yarıktan giren iyonlar arasında ancak belli bir m/z 

değerinde olanlar, sabit bir doğru akımda veya radyo frekansı geriliminde çubuklar 

arasından geçerek dedektöre ulaşırlar. Spektrum doğru akım gerilimini veya radyo 

frekansı gerilimini değiştirerek kaydedilir.  

Ardışık MS/MS’de karışım birinci MS’nin iyon kaynağına verilir. Burada karışımın 

iyonizasyonu bileşiğin kendine ait iyonlarının oluşmasını sağlar. Bunlara ana iyonlar 

denir. Bilinmeyen örneğin karakteristik ana iyonu böylelikle seçilir ve tanımlanır. 

Bu incelenecek olan bileşiği karışımın içindeki diğer bileşenlerinden ayırır. Birinci 

MS’de ayrılmış olan ana iyon iki MS arasındaki çarpışma odasında bir kez daha 

parçalanıp ikincil iyon fragmentlerine ayrılır. Bunlara ikincil iyon denir. İkincil iyon 

ikinci MS analizöründe ayırt edilerek dedektöre gönderilir. Bu şekilde ana iyon ile 

ikincil iyonun birlikte taranması bileşiğin yüksek seçicilikte tanımlanmasını ve 

karışımdaki diğer bileşenlerden tamamen ayrılmasını sağlar (Lacey ve ark., 2000). 

LC-MS/MS ile parçalanan ana iyonun istenen parçası izlenebildiğinden girişim 

yapan etkenler elimine edilerek analizin seçiciliği de artırılmıştır. Aynı m/z oranına 

sahip pek çok molekülün mevcut olmasına karşın aynı parçalanma iyonlarına sahip 
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molekül sayısı doğada 1/10.000’dür. Bu nedenle LC-MS/MS tekniği özgün bir test 

olmasının yanı sıra çok düşük konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin 

yapılabilmesini mümkün kılmaktadır. Ayrıca sonuçların doğrulanmasına da gerek 

duyulmamaktadır. 

GC/MS ile saatte 4-6 örnek analiz edilebilirken, tandem MS/MS ile saatte 60 örneğe 

kadar çıkılabilir. Böylece analiz hızı artırılmış ve örnek başına birim maliyet 

düşürülmüş olmaktadır. (Persichilli ve ark., 2010; Tuschl ve ark., 2005). 

2.7. Analitik Validasyon 

Analitik validasyon; yöntemin ilgili performans kriterlerine uygunluğunun 

saptanması için yöntem parametrelerinin belirlenip incelendiği bir geçerlilik 

çalışmasıdır. Yeterli kalitede ölçüm yapmak klinik açıdan büyük bir önem 

taşımaktadır. Bu ölçümler büyük bir etkiye sahiptir. Yöntem validasyonu; yeni bir 

yöntem kullanılacağı zaman, mevcut yöntemlerin kullanım amacı genişlediğinde 

veya kalıcı bir problem meydana geldiğinde yapılmalıdır. 

Geçerli bir validasyon analizi için aşağıdaki parametreler araştırılmalıdır. 

2.7.1. Doğrusallık (Linearite) 

Doğrusallık değerlendirmesi yapılırken; standart eğri (kalibrasyon eğrisi), yönteme 

ve analite bağlı belirli sayıda ölçüm noktası ile belirlenir. Eğrinin oluşturulması, 

içinde miktarı bilinen referans örnekle veya kör örnek içine eklenmiş analitin bilinen 

konsantrasyonu ile yapılır. Her bir ölçüm noktasında en az üç ölçüm yapılır ve 

sonuçların ortalaması alınarak eğri çizilir. 

Her bir nokta ana solüsyondan dilüsyonlar yapılması yerine bağımsız olarak 

hazırlanmalıdır. Kalibrasyon eğrisi analiz edilen örnek yapısının farklılığına göre 

değişebilmektedir. Elde edilen sonuçlar ile çizilen eğride üst ve alt sınırlar 

belirlenmelidir.  

Sonuçlar grafiksel olarak verilir ve “lineer regresyon formülü” ile “korelasyon 

katsayısı” belirtilir. Bu şekilde çalışma aralığının doğrusallığı tespit edilir. 

Korelasyon katsayısı (r2) >0,99’a yakın olmalıdır. Kalibrasyon eğrisinin uzun süre 

kullanılması gerektiğinde geçerliliğinin kontrol edilmesi gerekmektedir. (Tiryaki ve 

Aysal, 2003). 
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 2.7.2. Doğruluk Analizi 

Yöntemin doğruluğu, örnek için ölçülen değer ile gerçek değerin birbirine 

yakınlığıdır. Doğruluk; bir örneğin bilinen konsantrasyonunun analiz edilmesi ve 

gerçek değer ile ölçülen değerin karşılaştırılması ile belirlenir. %20 sapma oranını 

geçip geçmediği kontrol edilir. 

2.7.3. Tekrarlanabilirlik 

Tekrarlanabilirlik, ölçüm sonuçlarının birbirine yakınlığının, kesinliğin bir 

ölçüsüdür. Aynı zamanda, bir maddenin aynı ölçüm koşullarında (aynı kişi, aynı 

cihaz ve ekipmanlar, aynı laboratuvar şartları), kısa zaman aralığında yapılan ölçüm 

sonuçlarının birbirine yakınlığını değerlendirmek amacıyla standart sapmasının 

hesaplanmasıdır. Tekrarlanabilirlik çalışmaları gün içi ve günler arasında, farklı 

konsantrasyonlarda, ortalama 20 ölçüm olacak şekilde yapılmalıdır. 

2.7.4. Saptama (Limit of Detection-LOD) ve Ölçüm Limiti (Limit of 

Quantitation-LOQ) 

Çok düşük konsantrasyonlarda çalışılması gerektiği durumlarda örneğin vermiş 

olduğu sinyalin, kör örnekten ayrımının yapılması ve uygun bir kesinlikle kantitatif 

sonuçların elde edilmesi gerekir (Akdağ, 2003; 2006). 

Analiz sonucunda elde edilen değer sıfırın üstünde olduğunda iki olasılık vardır; 

1. Örnek aranan analiti içermiyor ve elde edilen sonuçlar körün dağılım 

aralığındadır. 

2. Örnek aranan analiti içeriyor ve analiz tekrarları ortalamanın elde edilmesini 

sağlar. 

Bu durumda 2 farklı limit oluşur ve aşağıdaki gibi ifade edilir; 

• Saptama Limiti (Limit of Detection – LOD) XLOD 

• Ölçüm Limiti (Limit of Quantitation – LOQ) XLOQ 

Saptama limiti (XLOD); kör ve sıfır dışında tespit edilebilen en küçük miktar ya da 

konsantrasyon olarak tanımlanmaktadır. 
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Saptama limitinin belirlenebilmesi için yaklaşımların birçoğu benzer kör 

matrikslerin veya düşük düzeydeki analit sonuçlarının standart sapmaları veya 

metodun standart sapmasının faktörle çarpımı ile hesaplanması yönündedir. Bu 

şekilde saptama limiti 3 şekilde hesaplanabilmektedir (Tiryaki ve Aysal, 2003). 

- Kör örneklerin sonuçlarının standart sapmaları üzerinden 

- Metodun standart sapması üzerinden 

- Sinyal/Gürültü üzerinden 

Kör örneklerin sonuçlarının standart sapmaları üzerinden aşağıdaki formülle 

hesaplanır; 

XLOD = XKÖR + 3 × S0 

S0= kör örneklerin sonuçlarının standart sapmaları 

XKÖR= kör örneklerin ortalaması 

Yukarıdaki eşitlik eğer analiz sonuçlarından körün çıkarılması temeline dayanıyorsa 

XKÖR eşitliğe konulmamalıdır. S0, matrikse uygun kör veya düşük düzeyde analit 

içeren materyal kullanılarak en az 6 tercihen 10 bağımsız çalışma ile elde 

edilmelidir. Çalışmamızda XLOD değeri bu formül kullanılarak yapılmıştır. 

Ölçüm limiti (XLOQ), analitin kabul edilebilir düzeyde doğru ve kesin olarak metot 

koşullarında belirlenebildiği en düşük düzeydir. 

Ölçüm limiti (LOQ) iki farklı şekilde hesaplanabilir. 

1. 6 ile 10 arasında kör örnek okumalarının sinyal/gürültü (S/N) oranının 10 

katı alınarak hesaplanır. 

2. LOD’nin 3 katı alınarak bulunur. 

Kör örnekler üzerinden hesaplama formülü; 

XLOQ=  XKÖR + 10 × S0 

LOD üzerinden hesaplama formülü; 



 

27 

 

XLOQ= XLOD × 3 

2.7.5. Geri Kazanım 

Kimyasal ölçümde gerçek değerin ölçülmesi uygulanan yönteme bağlı olarak 

değişebilir. Deneysel işlemler esnasında çeşitli nedenlerle bir kayıp oluşabilir. Bu 

kayıp miktarının oranını ve belirsizliğini hesaplamak gerekir. Kayıp miktarı 

metodun geri kazanım oranı olarak ifade edilir. 

Geri kazanım çalışmasının en büyük avantajı orijinal matrikste çalışma 

yapılabilmesidir. Çalışma için orijinal matriks yani validasyon çalışmasının 

yapıldığı matriks, aranan analit ile zenginleştirilir. Bunun yanında dezavantajı, 

orjinal örneklerde aranan analitlerin örnekle olan fiziksel ve kimyasal bağlarının çok 

güçlü olmasına rağmen, zenginleştirilen örneklerde dışardan katıldığı için bu şekilde 

bir bağ oluşmamasıdır. Bunun sonucunda geri kazanım çalışmasında her zaman 

daha başarılı sonuçlar elde edilebilir. 

Geri kazanım sonuçlarının genellikle %80 ile %120 arasında değişmesi başarılı 

olarak kabul edilir. Analiz edilecek maddeyi içermeyen matriks madde (Referans 

madde-Rm) üzerine belli oranda standart eklenerek analiz yapılır. Referans madde 

analiz edilir ve bulunan değerin referans madde değerine oranı geri kazanım 

oranıdır. 

Geri kazanım= Bulunan konsantrasyon/ Referans konsantrasyon 

2.7.6. İnterferans 

Yöntemin herhangi bir basamağında olumsuz yönde etki gösteren maddelerin 

oluşturduğu etkiye interferans (bozucu etki) denir. İnterferans çoğunlukla lipemi ve 

hemoliz varlığı, ilaç kullanımı gibi durumlarda ortaya çıkar. Bu durumun varlığını 

tespit etmek için örneklerde analiz yapıldıktan sonra, bozucu etkisi incelenecek 

maddeler örneklere ilave edilir. Ölçüm tekrarlanır. Durumun değerlendirilmesi “geri 

kazanım” çalışmasında olduğu gibi yapılır. 

2.7.7.Carry-over Etkisi 

Carry-over etkisi; kromatografik sistemden kaynaklanan, önceki örnekten gelen 

herhangi bir kalıntıdan kaynaklanan kontaminasyondur. Carry-over aynı zamanda 

birkaç örnekten sonra kromatogramları rastgele etkileyebilecek bir 
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kontaminasyondan da kaynaklanabilmektedir. Carry-over, yüksek konsantrasyonlu 

bir örnek veya standarttan sonra bir veya birkaç boş enjeksiyon yapılarak 

değerlendirilir.  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

Kütle Spektrometresi Laboratuvarında bulunan LC-MS/MS cihazı kullanılarak 

yapılmıştır. Araştırma, Akdeniz Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri (BAP) 

tarafından 2016-1490 numara ile desteklenmiş ve Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Etik Kurulu tarafından 332 numaralı karar ile onaylanmıştır.  

3.1.Laboratuvar Çalışmaları 

3.1.1. Sağlıklı Kontroller 

Çalışma kapsamında 25 sağlıklı kişiden (15 erkek-10 kadın) kan örnekleri 5 mL’lik 

K2 EDTA (EtilenDiaminTetraAsetikasit)’lı tüplere alındı. Alınan kan örnekleri 4000 

rpm’de 5 dk santrifüj edilip, elde edilen plazmalar, alikuatlandıktan sonra analiz 

zamanına kadar 30 gün -80°C’de saklandı. Bu örnekler, kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-

ketokolesterolün analitik validasyon çalışmalarında kullanıldı.  

3.1.2. Kullanılan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri 

1. LC-MS/MS cihazı (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu 8040 

Corporation, Japan) 

2. Santrifüj (Hettich Rotina 35) 

3. Vorteks (Rx3 Velp-Scientifica) 

4. Soğutmalı santrifüj (Eppendorf Centrifuge 5403) 

5. Azot uçurma ünitesi 

6.  Labor-İldam Sanyo (-80°C) derin dondurucu 

7. Heidolph-Rotamax 120 (Rotator shaker) karıştırıcı 

8. pH metre (Hanna Instruments pH-211) 

9. Hassas terazi (Shimadzu- AYY-220) 

10. Etüv (Heraeus-T-12) 

11. N,N-Dimetilglisin hidroklorit (DMG) (2491-06-7 Sigma, Almanya) 
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12. N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilkarboimid hidroklorit (EDC) (E1769 

Sigma, Almanya) 

13. 4-(Dimetilamino) pridin (DMAP) (1122-58-3 Sigma, Almanya) 

14. Delipidized serum (991-24-HDS LeeBiosolution, USA) 

15. İnsan plazma havuzu (K2 EDTA) (Hmpledta2-strpd-4x SeraLab, 

ABD) 

16. 3β,5α,6β-Trihydroxycholestane (T795100 TRC, Kanada) 

17. 3β,5α,6β-Trihydroxycholestane-d7 (T795102 TRC, Kanada) 

18. 7-ketocholesterol (K185050 TRC, Kanada) 

19. 7-ketocholesterol-d7 (K185052 TRC, Kanada) 

20. Distile Su 

21. Hekzan (650552 Sigma, Almanya) 

22. Amonyum format (540-69-2 Sigma, Almanya) 

23. Kloroform (650471 Sigma, Almanya) 

24. Formik asit ( 64-18-6, Merck, Almanya) 

25. Asetonitril (75-05-8, Merck, Almanya) 

26. RaptorTM AR C-18 Kolon (100x2.1 mm; 2.7 μm particle size) 

27. K2 EDTA’lı tüp (5 mL) 

28. Pastör Pipeti 

29. Mavi pipet ucu 

30. Sarı pipet ucu 

31. Mikro pipet ucu 
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32. Falkon tüp (15mL) 

33. Otomatik pipet (10 μL, 200 μL, 1000 μL) 

34. Propilen ependorf (2 mL) 

35. LC-MS/MS vial, mikro vial 

3.2. Ayrıntılı Yöntem 

3.2.1. Kolestan-3β,5α,6β-Triol ve 7-Ketokolesterol Analizi 

Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol analizi elektrospray iyonizasyon (ESI) 

kaynaklı ultra hızlı sıvı kromatografisi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu 

Corporation, Japan) ile kombine LCMS-8040 triple kuadrupol tandem kütle 

spektrometresinde (Shimadzu Corporation, Japan) optimize edilmiş çoklu reaksiyon 

izleme (MRM) yöntemi kullanılarak yapılmıştır. Cihaz, ESI (+) pozitif modda 

kullanılmıştır. 

Mobil Fazların Hazırlanması:  

Mobil faz A, 1 mM amonyum format ve 1 L distile su ile hazırlandı. pH değeri 

kontrol edilerek formik asit ile 3’e ayarlandı. Mobil faz B, 1 mM amonyum format 

950 mL asetonitril, 50 mL distile su ile hazırlandı. pH değeri kontrol edilerek formik 

asit ile 3’e ayarlandı. 

Optimizasyon Çalışmaları 

Optimizasyon için; kolestan-3β,5α,6β-triol ve izotop işaretli kolestan-3β,5α,6β-triol 

ile 7-ketokolesterol ve izotop işaretli 7-ketokolesterol standartları, metanol ile 1 

mg/mL olacak şekilde çözülerek stok standartlar hazırlandı. 1 mg/mL’lik stoklardan 

10’ar μL’si ependorf tüplere koyularak azot gazı altında yaklaşık 30 dakika boyunca 

uçuruldu. Daha sonra türevlendirme solüsyonu aşağıdaki şekilde hazırlandı. 

(Ayrıntılı yöntem reaktif hazırlanması başlığı altında verilmiştir.) 

Optimizasyon için Türevlendirme Solüsyonunun Hazırlanması: 

0.5M DMG (N,N-Dimetilglisin hidroklorit) Hazırlama: Molekül ağırlığı 139.58 

g/mol olan türevlendirme ajanından 0.5 mL hazırlandı. 
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2M DMAP (4-(Dimetilamino) pridin) Hazırlama: Molekül ağırlığı 122.17 g/mol olan 

türevlendirme ajanından 0.5 mL hazırlandı. 

Eşit hacimlerde tartılan DMG ve DMAP ajanları aynı ependorfa aktarılarak, 0.5 mL 

kloroform ile çözüldü ve 30 saniye vortekslendi. 

1M EDC (N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilkarboimid hidroklorit) Hazırlama: 

Molekül ağırlığı 191.70 g/mol olan türevlendirme ajanından 0.5 mL hazırlamak için 

tartıldı. Tartılan EDC, ependorfa aktarılarak 0.5 mL kloroform ile çözüldü ve 30 

saniye vortekslendi. 

Hazırlanan DMG ve DMAP ile EDC solüsyonları eşit hacimlerde alınmak üzere yeni 

ependorfa aktarılarak vortekslendi ve türevlendirme solüsyonu hazırlandı. 

Türevlendirme solüsyonun her analiz için taze hazırlanmasına dikkat edildi. 

Uçurma işlemi tamamlanan ependorf tüplere taze hazırlanmış olan türev 

solüsyonundan 40 μL eklendi. Vortekslenerek azot gazı ünitesinde tekrar uçurma 

işlemi yapıldı. Uçurma işlemi tamamlandıktan sonra asetonitril-su (70:30) solüsyonu 

ile örnekler çözüldü ve 200 μL cam viale aktarılarak enjeksiyona hazırlandı.  

Mobil faz A’nın akış hızı 0.5 mL/dk olarak ayarlandı. Prekürsör ve yavru iyonların 

m/z değerleri; kolestan-3β,5α,6β-Triol standart için sırasıyla 591.50, 104.20 Da, 

d7(döteryum) işaretli internal standart için sırasıyla 597.50, 104.10 Da ve 7-

ketokolesterol standart için 485.50, 104.10 Da, d7 işaretli internal standart için 

492.50, 104.00 Da olarak belirlendi. Enjeksiyon hacmi 20 μL olarak belirlendi. 

Analiz süresi toplam 10 dakika sürdü. 

Kalibrasyon Çalışması 

Kalibrasyon eğrisi için 1 mg/mL’lik Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol stok 

standartlardan metanol ile dilüsyon yapılarak 3.125 ng/mL, 6.25 ng/ml, 12.5 ng/mL, 

25 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL konsantrasyonlarda seriler hazırlandı. 20 μL 

enjeksiyon yapılarak bilinen konsantrasyonlara karşılık elde edilen alanlar için lineer 

regresyon eğrisi çizildi. Her iki analitin kalibrasyon eğrileri Şekil 3.1 ve Şekil 3.3 de 

gösterilmektedir. Kalibrasyon eğrisi oluşturulurken kullanılan 200 ng/mL’lik 

standartlara ait pikler de aşağıda örnek olarak verilmiştir (Şekil 3.2, Şekil 3.4). 
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Şekil 3.1. Kolestan-3β,5α,6β-Triol Kalibrasyon eğrisi 

 

Şekil 3.2. 200 ng/mL Kolestan-3β,5α,6β-Triol standart piki (İntensity:90000) 
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Şekil 3.3. 7-Ketokolesterol kalibrasyon eğrisi 

 

Şekil 3.4. 200 ng/mL 7-Ketokolesterol standart piki (İntensity:3250) 

Kalite Kontrol (QC) Örneklerinin Hazırlanması 

Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol için oluşturulan yöntemin güvenilirliğini 

saptayabilmek için endojen insan plazma havuzuna (Human plazma K2 EDTA) 

bilinen konsantrasyonlarda standartlar eklendi. Bu konsantrasyonlar 0 ng/mL, 100 

ng/mL ve 200 ng/mL’idi. 
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Reaktiflerin Hazırlanması 

İnternal Standartların Hazırlanması: 1 mg d7 işaretli Kolestan-3β,5α,6β-Triol ve 

7-Ketokolesterol internal standartları 1 mL metanol ile çözülerek 1mg/mL 

konstrasyonda stok solüsyon olarak hazırlandı. Bu stoklardan 1000 ng/mL 

konsantrasyonda ara stok mikst internal standartlar hazırlandı. 1000 ng/mL ara stok; 

1 μL Kolestan-3β,5α,6β-Triol-d7, 1 μL 7-Ketokolesterol-d7 ependorfa aktarılarak 

998 μL metanol ile seyreltilerek hazırlandı. Stok solüsyonları -20°C’de saklandı. 

Örnekler için 100 ng/mL konstrasyonda mikst internal standart kullanıldı. 

Standartların Hazırlanması: 10 mg Kolestan-3β,5α,6β-Triol ve 7-Ketokolesterol, 

10 mL metanol ile çözülerek 1 mg/mL stok solüsyonu hazırlandı. Bu stok 

solüsyonundan 1000 ng/mL konsantrasyonunda mikst ara stok solüsyonu hazırlandı. 

1000 ng/mL ara stok; 1 μL kolestan-3β,5α,6β-triol, 1 μL 7-ketokolesterol ependorfa 

aktarılarak 998 μL metanol ile seyreltilerek hazırlandı. Stok solüsyonlar, -20°C’de 

saklandı. 

Türevlendirme Solüsyonlarının Hazırlanması 

Çalışmamızda farklı türevlendirme işlemlerinin ve ekstraksiyonların yöntem 

üzerindeki etkilerini gözlemlemek için aşağıda yer alan farklı reaktifler denenmiştir. 

Türevlendirme Solüsyonu-1: 

 Hacimler 20 örnek analizine göre hesaplanmıştır. 

1M DMG Hazırlama: Molekül ağırlığı 139.58 g/mol olan türevlendirme ajanından 

0.5 mL hazırlamak için tartıldı. 

2M DMAP Hazırlama: Molekül ağırlığı 122.17 g/mol olan türevlendirme ajanından 

0.5 mL hazırlamak için tartıldı. 

Eşit hacimlerde tartılan DMG ve DMAP ajanları aynı ependorfa aktarılarak, 0.5mL 

kloroform ile çözüldü ve 30 saniye vortekslendi. 

1M EDC Hazırlama: Molekül ağırlığı 191.70 g/mol olan türevlendirme ajanından 

0.5 mL hazırlamak için tartıldı. Tartılan EDC, ependorfa aktarılarak 0.5 mL 

klorofom ile çözüldü ve 30 saniye vortekslendi. 
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Hazırlanan DMG ve DMAP ile EDC solüsyonları eşit hacimlerde alınmak üzere yeni 

ependorfa aktarıldı, vortekslendi ve türevlendirme solüsyonu hazırlandı. 

Türevlendirme solüsyonunun, türevlenmeyi etkilediğinden dolayı her analiz için taze 

hazırlanması ve solüsyonun sarı renk almadan kullanılmasına dikkat edildi. 

Örnek Hazırlığı-1 

Örnekler, kalibratörler ve kalite kontrol örnekleri cihaza verilmeden önce aşağıdaki 

ekstraksiyon işlemlerinden geçirilmiştir. 

1. Analiz öncesinde tüm örnekler ve solüsyonlar oda ısısına getirilmiştir. 

2. Hazırlanan kalibratörler, kalite kontroller ve örnekler 30 saniye 

vortekslendi. 

3. Örneklerden 50 μL propilen ependorfa koyuldu. 

4. 100 ng/mL konsantrasyonda hazırlanan mix internal standarttan 300 μL 

örneklerin üzerine koyuldu. 

5. Ependorfların kapakları kapatılarak 30 saniye vortekslendi. 

6. Vortekslenen örnekler 10 dakika 3000 rpm’de santrifüj edildi.  

7. Süpernatan yeni bir ependorf tüpe alındı. Bu aşamada internal standartlar 

metanolle hazırlandığından plazma proteinler çöktürülerek uzaklaştırıldı. 

8. Süpernatanlar azot ile uçurma işlemine tabii tutuldu. Bu aşamada 

örneklerin tamamen kurumasına dikkat edildi. 

9. Kuruyan örneklerin üzerine 40 μL türevlendirme solüsyonu-1 eklendi. 

10. Örnekler 30 saniye vortekslendi. 

11. Ependorf tüpler 45°C 1 saat inkübe edildi. Bu aşama sonrasında başarılı 

bir türevlenme için yoğun sarı renk görmek önemlidir. 

12. Ependorf tüplere 20 μL metanol eklenerek reaksiyon durduruldu. 

13. Örnekler azot gazı altında uçuruldu. 
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14. Kuruyan örneklere 200 μL 70:30 oranında asetonitril-su solüsyonu 

eklendi. 

15. Her bir ependorf tüp dikkatli bir şekilde vortekslenerek örneklerin 

çözülmesi sağlandı. 

16. İnsertlere 200 μL koyularak cam vialler hazırlandı ve LC-MS/MS’e 

yüklendi. 

17. Enjeksiyon hacmi 20 μL olarak ayarlandı. 

Türevlendirme Solüsyonu-2: 

Hacimler 20 örnek analizine göre hesaplanmıştır. 

0,5 M DMG Hazırlama: Molekül ağırlığı 139.58 g/mol olan türevlendirme ajanından 

2.5 mL hazırlamak için tartıldı. 

2M DMAP Hazırlama: Molekül ağırlığı 122.17 g/mol olan türevlendirme ajanından 

2.5 mL hazırlamak için tartıldı. 

Eşit hacimlerde tartılan DMG ve DMAP ajanları aynı ependorfa aktarılarak, 2.5 mL 

kloroform ile çözüldü ve 30 saniye vortekslendi. 

1M EDC Hazırlama: Molekül ağırlığı 191.70 g/mol olan türevlendirme ajanından 

2.5 mL hazırlamak için tartıldı. Tartılan EDC, ependorfa aktarılarak 2.5 mL 

klorofom ile çözüldü ve 30 saniye vortekslendi. 

Hazırlanan DMG ve DMAP ile EDC solüsyonları eşit hacimlerde alınmak üzere yeni 

ependorfa aktarıldı, vortekslendi ve türevlendirme solüsyonu hazırlandı. 

Türevlendirme solüsyonunun, türevlenmeyi etkilediğinden dolayı her analiz için taze 

hazırlanması ve solüsyonun sarı renk almadan kullanılmasına dikkat edildi. 

Örnek Hazırlığı-2 

Örnekler, kalibratörler ve kalite kontrol örnekleri cihaza verilmeden önce aşağıdaki 

ekstraksiyon işlemlerinden geçirilmiştir. 

1. Analiz öncesinde tüm örnekler ve solüsyonlar oda ısısına getirilmiştir. 
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2. Hazırlanan kalibratörler, kalite kontroller ve örnekler 30 saniye 

vortekslendi. 

3. Örneklerden 50 μL propilen ependorfa koyuldu. 

4. 100 ng/mL konsantrasyonda hazırlanan mix internal standarttan 300 μL 

örneklerin üzerine koyuldu. 

5. Ependorfların kapakları kapatılarak 30 saniye vortekslendi. 

6. Vortekslenen örnekler 10 dakika 3000 rpm’de santrifüj edildi.  

7. Süpernatan yeni bir ependorf tüpe alındı. Bu aşamada internal standartlar 

metanolle hazırlandığından plazma proteinlerin çökerek uzaklaştırıldı. 

8. Süpernatanlar azot gazı altında uçuruldu. Bu aşamada örneklerin tamamen 

kurumasına dikkat edildi. 

9. Kuruyan örneklerin üzerine 200 μL türevlendirme solüsyonu-2 eklendi. 

10. Örnekler 30 saniye vortekslendi. 

11. Ependorf tüpler 45°C 1 saat inkübe edildi. Bu aşama sonrasında başarılı 

bir türevlenme için yoğun sarı renk görmek önemlidir. 

12. Ependorf tüplere 100 μL metanol eklenerek reaksiyon durduruldu. 

13. Örnekler azot gazı ile uçurma işlemine tabii tutuldu. 

14. Kuruyan örneklere 200 μL 70:30 oranında asetonitril-su solüsyonu 

eklendi. 

15. Her bir ependorf tüp dikkatli bir şekilde vortekslenerek örneklerin 

çözülmesi sağlandı. 

16. İnsertlere 200 μL koyularak cam vialler hazırlandı ve LC-MS/MS’e 

yüklendi. 

17. Enjeksiyon hacmi 20 μL olarak ayarlandı. 
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Örneklerin LC-MS/MS ile Analizi 

Her analit için MRM (multiple-reaction monitoring, çoklu reaksiyon izlemi) geçişi 

ve internal standart verileri elde edilmiştir. Ölçümler mültipleks (çoklu) yapıldı. 

İyonizasyon yöntemi olarak pozitif elektrosprey iyonizasyon kullanıldı. Öncül ve 

ürün iyonların m/z değerleri; kolestan-3β,5α,6β-Triol standart için sırasıyla 591.50, 

104.20 Da, d7 işaretli internal standart için sırasıyla 597.50, 104.10 Da ve 7-

Ketokolesterol standart için 485.50, 104.10 Da, d7 işaretli internal standart için 

492.50, 104.00 Da olarak belirlendi (Tablo 3.1). 

Tablo 3.1. Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketoklolesterolün öncül ve ürün iyonları 

 Kütle Geçişi 

Kolestan-3β,5α,6β-Triol 591.5          104.2 

591.5           488.5 

7-Ketokolesterol 485.5           104.1 

486           383 

D7-Kolestan-3β,5α,6β-Triol 597.5           104.1 

D7-7-Ketokolesterol 492.5         104 

Kromatografik ayırma işlemi için RaptorTM ARC-18 (100x2.1 mm; 2.7 μm particle 

size) kolonu kullanılmıştır. Cihazın akış hızı 0.5 mL/dk, kolon sıcaklığı 45°C ve 

enjeksiyon hacmi 20 μL, gradient programı solvent B, % 80 (0.01-4.0 dk.), % 100 

(4.01-8.0 dk.), % 40 (8.01-10.0 dk.) olarak ayarlanmıştır (Şekil 3.5). Her bir örnek 

için analiz ve kolonun temizlenme süresi 10 dk. olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 3.5. LC zamana göre pompa akış diagramı 

3.3. Analitik Validasyon Çalışmaları 

Bu çalışmada analitik validasyon çalışmalarını yaparken; doğrusallık (linearite), 

doğruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama ve ölçüm limitleri (LOD-LOQ), geri 

kazanım ve cary-over parametreleri değerlendirilmiştir. 

Doğrusallık analizi; metanol ile 7 farklı konsantrasyonda hazırlanan standartlar ile 

lineer regresyon eğrisi oluşturularak yapılmıştır. Doğruluk analizi; insan plazma 

havuzunda 0 ng/mL, 100 ng/mL ve 200 ng/mL olmak üzere üç seviyede hazırlanan 

kalite kontrol örnekleri değerlendirilerek yapılmıştır. Tekrarlanabilirlik analizi; kalite 

kontrol örneklerin aynı ölçüm koşullarında arkaya arkaya 5 kez ölçülmesi ile 

yapılmıştır. Saptama ve ölçüm limitleri, yöntemin standart sapması üzerinden 

hesaplama yapılarak değerlendirilmiştir. Geri kazanım analizi ise; insan 

plazmasından 100 ng/mL olacak şekilde hazırlanan örneklerde yapılmıştır. 

3.4. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 

20.0 programı ile yapılmıştır. Sonuçlar Ortalama±Standart Deviasyon olarak ifade 

edilmiştir. p değeri <0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4.BULGULAR 

Bu çalışmada, plazmada kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol’ün kütle 

spektrometrik ölçümünün analitik validasyonunu değerlendirmek için 25 sağlıklı 

kişinin plazma örnekleri kullanılmıştır. Bu amaçla, 15 sağlıklı erkek (% 60) ve 10 

sağlıklı kadından (% 40) kan örnekleri elde edilmiş ve çalışmalar gerçekleştirilmiştir 

(Tablo 4.1). 

Tablo 4.1. Sağlıklı kontrollerin cinsiyet (n,%) ve yaşları (ortalama±SD) 

 Cinsiyet 

n (% ) 

Yaş 

(ortalama±SD) 

 

Erkek 15 (60) 28.6±10.7  

Kadın 10(40) 29.7±11.7  

Toplam 25(100) 29.15±12  

Bu çalışmada, analitik yöntem validasyonu yapılırken test edilen parametreler, 

yöntemin uygulama amacına ve kapsamına bağlı olarak belirlenmiştir. Bu amaçla; 

linearite, doğruluk analizi, tekrarlanabilirlik, ölçüm ve saptama limitleri (LLOD ve 

LLOQ), geri kazanım, carry-over analizi gibi parametreler değerlendirilmiştir. 

4.1. Analitik Validasyon Parametreleri 

4.1.1. Doğrusallık (Linearite) 

Doğrusallık analizini yaparken kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol 

standartlarından 7 farklı konsantrasyonda (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 200 ng/mL) 

kalibratörler hazırlandı. Hazırlanan kalibratör standartlar kütle spektrometresinde 

(LC-MS/MS) 3 kez enjeksiyon yapılarak analiz edildi. Elde edilen iyon yoğunluk 

değerleri (intensity) ve alan/konsantrasyon verilerinin ortalama değerleri ile 

kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. Bu eğrilerin korelasyon katsayıları (Correlation 

Coefficient) hesaplanmış ve elde edilen her bir kalibrasyon eğrisi için r2 değeri 

0.99’un (kolestan-3β,5α,6β-triol için 0.9998, 7-ketokolesterol için 0.994) üzerinde 

bulunmuştur (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2). 
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Şekil 4.1. Kolestan-3β,5α,6β-triol lineer regresyon eğrisi 

 

 

 

Şekil 4.2. 7-Ketokolesterol için lineer regresyon eğrisi 

Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol için belirlenen konsantrasyonlarda 

hazırlanan standartlar LC-MS/MS cihazı ile başarılı bir şekilde ölçülebilmiştir (Tablo 

4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4). 
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Tablo 4.2. Standartların nominal ve ölçülen konsantrasyonları 

 Kolestan-3β,5α,6β-Triol 

(ng/mL) 

7-Ketokolesterol 

(ng/mL) 

 

Nominal değer 

(ng/mL) 

Ölçülen değerler  

(ng/mL) 

0 0.99 1.3 

3.125 3.29 3.15 

6.25 6.01 5.44 

12.5 11.91 12.42 

25 23.44 24.31 

100 101.89 91.22 

200 199.28 204.5 

 

Tablo 4.3. Kolestan-3β,5α,6β-triol için ardışık standart ölçümleri 

C-Triol 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

±%20  

0 1.02 1.01 0.95 0.99 Geçerli  

3.125 3.39 3.27 3.20 3.29 Geçerli  

6.25 6.02 5.93 6.07 6.01 Geçerli  

12.5 11.77 12.08 11.9 11.91 Geçerli  

25 23.38 24.01 22.94 23.44 Geçerli  

100 104.22 100.50 100.96 101.89 Geçerli  

200 192.97 202.61 202.26 199.28 Geçerli  
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Tablo 4.4. 7-KC için ardışık standart ölçümleri 

7-KC 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

±%20  

0 1.72 1.01 1.18 1.3 Geçerli  

3.125 3.41 2.48 3.57 3.15 Geçerli  

6.25 4.43 5.75 6.15 5.44 Geçerli  

125 11.12 15.08 11.07 12.42 Geçerli  

25 22.7 21.08 29.23 24.31 Geçerli  

100 95.71 83.25 94.71 91.22 Geçerli  

200 213.61 191.84 208.05 204.5 Geçerli  

4.1.2. Doğruluk 

Doğruluk analizi yapılırken, her iki analit (kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-

ketokolesterol) için en uygun matriks olan K2 EDTA içeren insan plazma havuzu 

kullanıldı. Bu matriks kullanılarak farklı analit konsantrasyonlarında (0 ng/mL, 

100ng/mL, 200 ng/mL) kontrol örnekleri hazırlandı. Her bir örnek için 3 ayrı 

enjeksiyon yapıldı. Ölçümler sonrası ortalama değerler hesaplandı ve hedef değer ile 

kıyaslandı. Bulunan bu değerin, hedef değerin ±%20’sini geçip geçmediği kontrol 

edildi (Tablo 4.5, Tablo 4.6). 

Tablo 4.5. Kolestan-3β,5α,6β-triol doğruluk değerlendirmesi 

C-Triol 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

±%20 

0 1.01 0.98 1.18 1.03 Geçerli 

100 94.22 89.45 119.50 101.05 Geçerli 

200 209.68 182.58 180.67 190.98 Geçerli 
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Tablo 4.6. 7-Ketokolesterol için doğruluk değerlendirmesi 

7-KC 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

±%20 

0 1.01 1.03 1.05 1.04 Geçerli 

100 86.65 99.88 100.02 95.52 Geçerli 

 

4.1.3.Tekrarlanabilirlik 

Kolestan-3β,5α,6β-triol ve 7-ketokolesterol için tekrarlanabilirlik çalışmasında K2 

EDTA insan plazma matriksinde hazırlanmış 100 ng/mL konsantrasyonda örnekler 

kullanıldı. Her iki parametre için tekrarlanabilirlik verileri aşağıdaki tabloda 

özetlenmektedir (Tablo 4.7 ve Tablo 4.8). 

Tablodaki standart sapma ve %CV değeri şu formül ile hesaplanmıştır; 

                            

                       SD 

 

SD: Tekrarlanabilirliğin standart sapması  

x: Ölçülen değer 

x: Ölçülen değerlerin ortalaması 

n: Ölçüm sayısı 

 

 

 

%CV= 
      x 

*100 
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Tablo 4.7. Kolestan-3β,5α,6β-triol için retansiyon zamanları ve konsantrasyonlara ait 

tekrarlanabilirlik sonuçları 

 Retansiyon 

zamanı (dk) 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1.enjeksiyon 3.13 94.22 

2.enjeksiyon 3.09 89.43 

3.enjeksiyon 3.08 85.59 

4.enjeksiyon 3.11 119.50 

5.enjeksiyon 3.08 104.0 

Ortalama 3.1 98.55 

Standart 

sapma 

0.01 13.58 

%CV 0.61 13.78 

 

Tablo 4.8. 7-Ketokolesterol için retansiyon zamanları ve konsantrasyonlara ait tekrarlanabilirlik 

sonuçları 

 Retansiyon 

zamanı (dk) 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1.enjeksiyon 7.45 86.65 

2.enjeksiyon 7.26 99.88 

3.enjeksiyon 7.22 100.02 

4.enjeksiyon 7.18 84.55 

5.enjeksiyon 7.19 102.55 

Ortalama 7.26 94.73 

Standart sapma 0.11 8.43 

%CV 1.52 8.9 
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4.1.4. Saptama ve Ölçüm Limitlerinin Belirlenmesi 

Saptama Limiti (Limit of Detection-LOD) 

Çalışmamızda LOD değeri, kör örneklerin standart sapmaları üzerinden 

hesaplanmıştır. Kör örnekler C-triol ve 7-KC analitleri için 6 enjeksiyon verilerek 

aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır.  

Veriler tablo da gösterilmektedir (Tablo 4.9). 

XLOD = XKÖR + 3 × SD 

SD= Kör örneklerin sonuçlarının standart sapmaları 

XKÖR= Kör örneklerin ortalaması 

Standart sapma formülü; 

 

x: Ölçülen değer 

x: Ölçülen değerlerin ortalaması 

n: Ölçüm sayısı 

Ölçüm Limiti (Limit of Quantitation-LOQ) 

Ölçüm aralığının alt sınırı, LOQ olarak tespit edilmektedir. Kabul edilebilir ve 

gerçeklikle ölçülen en düşük analit konsantrasyonu olan LOQ genellikle LOD 

değerinin 3 katı olarak da hesaplanabilmektedir. 

Biz çalışmamızda ölçüm limitini (LOQ), kör örnekleri üzerinden XLOQ= XLOD × 3 

formülü kullanılarak hesapladık. Veriler tabloda gösterilmektedir (Tablo 4.9). 
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Tablo 4.9. C-triol ve 7-KC için hesaplanan LOD ve LOQ değerleri 

  C-Triol (ng/mL) 7-KC (ng/mL) 

1.Enjeksiyon 1.02 1.72 

2. Enjeksiyon 1.01 8.91 

3. Enjeksiyon 1.10 1.88 

4. Enjeksiyon 0.95 1.18 

5. Enjeksiyon 1.10 1.01 

6. Enjeksiyon 1.09 1.60 

Ortalama 1.04 2.91 

Standart sapma 0.06 3.36 

LOD 1.22 12.99 

LOQ 3.66 38.97 

4.1.5. Geri Kazanım 

C-Triol ve 7-KC için 100 ng/mL’lik standartlar hazırlandı, elde edilen ölçüm 

sonuçlarında aşağıda gösterilen formüle göre geri kazanım yüzdesi hesaplandı. 

 % Geri kazanım= Bulunan konsantrasyon/ Referans konsantrasyon*100 

C-Triol için Geri kazanım=94.22/100 = 0.94*100= 94 

7-KC için Geri kazanım=99.88/100 = 0.99*100= 99 

 

4.2. Türevlendirme Solüsyonu-2 İle Yapılan Analizler  

Türevlendirme solüsyonunun konsantrasyon ve hacmi değiştirilerek yapılan 

çalışmalardan elde edilen sonuçlar tablolarda verilmiştir (Tablo 4.10 ve Tablo 4.11). 

Elde edilen analiz sonuçları Türevlendirme solüsyonu-1 ile benzer bulunmuştur. 
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Tablo 4.10. Türevlendirme solüsyonu-2 ile C-Triol ölçümü 

C-Triol 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

4.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

0 0.08 0.02 0.04 0.02 0 

100 94.22 89.43 85.59 119.50 97.19 

200 178.43 180.67 209.68 182.58 187.84 

 

Tablo 4.11. Türevlendirme solüsyonu-2 ile 7-KC ölçümü 

7-KC 

(ng/mL) 

1.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

2.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

3.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

4.Enjeksiyon 

(ng/mL) 

Ortalama 

(ng/mL) 

0 0.1 0.6 0 0 0 

100 86.65 99.88 100.02 94.55 95.27 

200  208.56 202.64 201.4 0 204.4 

 

4.3. Sağlıklı Kontrollerde Plazma Kolestan-3β,5α,6β-Triol Düzeyleri 

Sağlıklı kontrollerde plazma kolestan-3β,5α,6β-triol düzeyleri; minimum 15.7 

ng/mL, maksimum 38.61 ng/mL aralığındaydı. Kadınlarda bu aralıklar 15.7- 38.61 

ng/mL olarak bulunurken, erkeklerde 18.63-33.3 ng/mL olarak bulundu. Plazma C-

Triol düzeyleri açısından kadın ve erkekler arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık gözlenmememiştir (p>0.05). Sonuçlar ortalama±SD olarak ifade edilmiştir 

(Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. Sağlıklı kontrollerde plazma kolestan-3β,5α,6β-triol düzeylerinin cinsiyete göre dağılımı 

4.4. Sağlıklı Kontrollerde 7-Ketokolesterol Düzeyleri 

7-ketokolesterol için kalibrasyon ve kalite kontrol örneklerinde geçerli sonuçlar 

alınmasına rağmen sağlıklı kontrollere ait plazma örneklerinde yapılan ölçümlerde 

tekrarlanabilir ve güvenilir sonuçlar elde edilemedi. Plazma örneklerinde 7-KC ile 

ilgili stabilite sorunu olduğu düşünüldü. 
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5. TARTIŞMA 

Lizozomal depo hastalıkları (LDH); sfingolipid, glikozaminoglikan, glikoprotein ve 

glikojen gibi birçok substratın parçalanma ve uzaklaştırılma mekanizmasında hasar 

oluşmasıyla meydana gelen kalıtsal geçişli hastalıklardır. Bu substratlar, bir 

kompleks halinde lizozom içerisinde depolanmaktadır. Hücrelerde biriken bu 

bileşikler çeşitli fonksiyon bozukluklarına yol açmaktadır. Biriken bu bileşiklerin 

kimyasal özelliklerine göre 60’tan fazla lizozomal depo hastalığı bilinmektedir. 

Eritrosit hariç bütün hücrelerde lizozom bulunduğundan, bu hastalıklar tüm organları 

etkileyen, ilerleyici bozukluklardır ve yaşla birlikte patolojik semptomları 

artmaktadır. Hastalık lizozomlarda eksik olan enzime ait substratın sindirilememesi 

ve hücre içinde aşırı birikimiyle ortaya çıkar. Bu hastalıkların teşhisi, hastaların 

lökositlerinde veya fibroblast kültürlerinde enzim aktivitesinin tespitine dayanır. 

Lizozomal depo hastalıklarının diğer bir özelliği klinik ve genetik heterojenite 

göstermeleridir. 

Niemann Pick tip-C hastalığı (NP-C), nadir görülen (1:89000) otozomal resesif, 

nörovisseral lipid depolanması ile karakterize bir lizozomal depo hastalığıdır. Bu 

hastalığa, NPC1 ve NPC2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar sebep olmaktadır 

(Pentchev ve ark., 1985). Bu genlerdeki mutasyonlar; hücre içindeki lizozomlardaki 

kolesterol transportunun bozulmasına, MSS ve iç organlarda glikospingolipidlerin ve 

kolesterolün birikmesine neden olur. NP-C’nin tipinin, şiddetinin ve ortaya çıkış 

yaşının aşırı değişkenliğinden dolayı klinik tanısını koymak oldukça güç olmaktadır 

(Vanier ve ark., 2010). Bazı vakalarda, belirsiz semptomların tespit edilmesindeki 

yavaşlıktan ve uzmana yönlendirildikten sonra çok uzun süre ve iş gerektiren tanı 

testlerinin uygulanmasından dolayı kesin tanıya ulaşmak uzun yıllar sürebilmektedir 

(Patterson ve ark., 2012). Önceki yıllarda, NP-C için hızlı ve spesifik biyokimyasal 

testlerin yokluğu, hastalığa sahip bireylerin tespit edilmesinde bir engel olarak 

görülmüştür. NP-C için Filipin boyama, altın standart olarak tanı testi olarak 

görülmektedir. Ancak Dünya çapında sadece bazı özelleşmiş laboratuvarda yapılan, 

sınırlı duyarlılığa sahip, çok zaman gerektiren bir metottur. NPC1 ve NPC2 gen 

mutasyon analizi, Filipin boyamasından sonra doğrulama testi olarak sıklıkla 

yapılmaktadır ancak oda bazı vakalarda kesin sonuç vermeyebilmektedir (McKay ve 

ark., 2014). Özellikle çocuklarda ve erişkinlerde nörolojik bulguların ilerlemesini 
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azalttığı veya durdurduğu gösterilmiş, onaylanmış ve hastalığa spesifik bir 

farmakolojik tedavi (misglustat) varken, NP-C’nin daha hızlı tanısına olanak kılan 

laboratuvar tanı metotlarına ihtiyaç vardır. 

Bu nedenle, non-enzimatik olarak oluşan kolesterol oksidasyon ürünlerinin 

belirlenmesi, NP-C’nin daha hızlı tanısına olanak verebilecek ümit verici, duyarlı bir 

yöntem olarak önerilmektedir. Bu oksisterollerden özellikle C-triol ve 7-KC, yakın 

zamanda NP-C hastalığının tanısal biyobelirteçleri olarak gösterilmektedir (Poter ve 

ark., 2010). Yapılan çalışmalarda, NP-C hastaların plazma örneklerinde C-Triol ve 7-

KC’nin anlamlı artışlar gösterdiği gözlenmiştir (Polo ve ark., 2016; Jiang ve ark., 

2011). Literatürde oksisterol ölçümleri için genellikle uzun zaman alan ve zahmetli 

olarak nitelendirilen birçok farklı yöntem bulunmaktadır. Çalışmamızın amacı, insan 

plazmasındaki oksisterollerin tespiti için, literatür bilgileri ışığında, klinik 

laboratuvar ortamında kolay uygulanabilen, duyarlı, yüksek verimli bir yöntemi 

geliştirmektir. Geliştirilen yöntem; birçok nörolojik hastalığın araştırılmasında 

yararlı olmasının yanı sıra, özellikle çok zor tanı koyulan bir lizozomal depo hastalığı 

olan NP-C’nin erken tanısında da kullanılacaktır.  

Kütle spektrometrik yöntemlerle yapılan C-triol ve 7-KC analizi; NP-C tanısında çok 

daha yüksek duyarlılık ve özgüllük sunmaktadır. Ancak bu yöntemlerde, çok hızlı 

bozulan oksisterollerin iyonizasyon etkinliğini artırmak için kimyasal türevlendirme 

gerekmektedir ve günümüze kadar birçok farklı türevlendirme ajanı denenmiştir 

(Griffiths ve ark., 2013). Bu yöntemlerden biri olan pikolinil ester ile türevlendirme, 

oksisterolleri saptamak için geliştirilen bir yöntemdir (Honda ve ark., 2009; Ikegami 

ve ark., 2009).  Honda ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, oksisterollerin pikolinil 

estere dönüşmesi için uyguladıkları prosedürün 80oC de 1 saat inkübasyon içerdiği 

için kolesterol otooksidasyonuna sebep olabileceği ve yanlış pozitif sonuçlar 

oluşturabileceğini bildirmişlerdir (Honda ve ark., 2009). Griffiths ve ark., ise, LC-

MS/MS yöntemi ile oksisterollerin Girard hidrazon türevlerinin analizini yapmışlar 

fakat nicel veriler sağlayamamışlardır (Griffiths ve ark., 2006). N,N-dimetilglisin 

(DMG) esterleri ile türevlendirmeyi içeren diğer kütle spektrometrik yöntemlerde 

ESI ve APCI iyonizasyon kaynakları denenmiş, her ikisinin de duyarlı ve güvenilir 

olduğu kabul edilmiştir (Jiang ve ark., 2007; Polo ve ark., 2016; Klinke ve ark., 

2015; Jiang ve ark., 2011). Bu türevlendirme ajanlarından başka, trimetilglisin 

(TMG) ve mono-(dimetilaminoetil)-suksinil (MDMAES) esterleri gibi farklı 
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türevlendirmelerle yapılan ölçümler DMG ile karşılaştırıldığında; C-triol için ESI 

iyonizasyon ile duyarlı bulunmuş fakat konsantrasyon artışlarını yansıtmada DMG 

kadar başarılı olamamıştır (Johnson ve ark., 2001). Biz bu çalışmada; DMG, DMAP 

ve EDC türevlendirme ajanları ve ESI iyonizasyon kullanılarak C-triol’ün kütle 

spektrometrik yöntemle başarıyla ölçülebildiğini gözlemledik. Fakat aynı 

türevlendirme ajanları ile yapılan ölçümler, 7-KC için duyarlı ve tekrarlanabilir 

bulunamadı. 

Oksisterol analizinde bir diğer önemli basamak ise örneklerin ekstraksiyon işlemidir. 

Örnek ekstraksiyonu yapılırken çok özenli ve dikkatli çalışılması gereklidir. Boenzi 

ve ark., yaptıkları çalışmada, türevlendirme için ayrılan zamanı kısaltmak için 

sıcaklığı 65oC’ye arttırmış, süreyi ise 15 dakikaya indirmişlerdir. Biz bu yöntemi 

denediğimizde C-Triol ve 7-KC’ün bu sıcaklıkta yalancı yüksek sonuçlar verdiğini 

gözlemledik. Özellikle 7-KC’nin moleküler yapısından kaynaklanan hızlı oksidasyon 

nedeniyle ölçümünün zorluğu literatürde de bildirilmektedir. Çalışmamızda yüksek 

sıcaklığın oksisteroller üzerindeki etkilerini azaltmak için türevlendirme işlemi, 

Polo’nun çalışmasında belirtildiği gibi 45oC’de, 1 saat süreyle yapılmıştır (Polo ve 

ark., 2016). Polo ve arkadaşları oksisterollerin ekstraksiyonu için hekzan ile iki 

basamaklı likit-likit ekstraksiyonu tercih etmişlerdir (Polo ve ark., 2016). Biz 

çalışmamızda hekzan ile iki basamaklı likit-likit ekstraksiyonunu kullandığımızda, 

analiz sonuçlarında tekrarlanabilirlik açısından problem oluştuğunu gözlemledik. 

Bunun nedeni enjeksiyon öncesinde temiz bir örnek sağlamak amacıyla yapılan likit-

likit ekstraksiyon basamağının manipülasyon tekniğinden çok etkilenmesi ve çeşitli 

dış interferanslara duyarlı olmasıdır. Bu nedenle sonraki denemelerimizde likit-likit 

ekstraksiyon basamağını kaldırdık. Bu değişiklik ile C-triol analizinde 

tekrarlanabilirlik ve doğruluk ile ilgili ideal sonuçları elde ettik. 7-KC analizinde 

kalibrasyon ve kalite kontrol sonuçları; tekrarlanabilirlik, doğruluk, geri kazanım, vb. 

açılardan kabul edilebilir olmasına rağmen sağlıklı kontrollere ait plazma 

örneklerinde aynı sonuçlara ulaşılamadı. Literatürde de likit-likit ekstraksiyon 

aşamasının daha basite indirilmesine rağmen başarılı sonuçlar elde edilen çeşitli 

çalışmalar bulunmaktadır (Helmschrodt ve ark., 2014). Ayrıca oksisterol 

ölçümlerinde türevlendirici ajan tipinin yanı sıra konsantrasyonunun farklılığı ile 

ilgili çalışmalar da bulunmaktadır. Klinke ve arkadaşları DMG türev solüsyonunun 

hacmini beş kat arttırdıklarında sonuç kalitesinde ve geri kazanım değerlerinde 
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belirgin düzelme gözlemişlerdir (Klinke ve ark., 2015). Bizim çalışmamızda, 

literatürde yer aldığı şekilde DMG ile türevlendirme, türevlendirici ajan 

konsantrasyonunun artırılması, likit-likit ekstraksiyonunun yapılması veya 

kaldırılması gibi basamakların hepsi, her iki parametre için denenmiştir. Her iki 

parametre için elde ettiğimiz sonuçların büyük bir kısmı, literatürde bildirilen 

verilerle uyum göstermektedir. Örneğin; Klinke ve arkadaşları C-Triol ve 7-KC için 

gün içi kesinlik değerlerini sırasıyla % 4.8 ve % 4.1, geri kazanımı sırasıyla % 93 ve 

% 107 olarak bildirmişlerdir. Bizim gün içi kesinlik değerlerimiz Klinke’nin 

belirttiği değerlerden daha yüksek (C-Triol: % 13.78, 7-KC: % 8.9) olmasına rağmen 

kütle spektrometrik çalışmalarda kabul edilen % 20’lik RSD (Rölatif Standart 

Deviation) değerinin altında bulunmuştur. Aradaki farklılıkların ekipman kaynaklı 

olduğu düşünülmüştür. Jiang ve arkadaşları yaptıkları analitik yöntem çalışması 

sonucunda sağlıklı kontrollerde C-Triol düzeylerini 7.42-21.2 ng/mL aralığında 

belirlerken, biz de çalışmamızda sağlıklı kontrollerde C-Triol düzeylerini 15.7-38.61 

ng/mL aralığında ölçerek literatür ile uyumlu sonuçlar elde ettik.  

7-KC analizinde kalibrasyon ve kalite kontrol sonuçları; tekrarlanabilirlik, doğruluk, 

geri kazanım, vb. açılardan kabul edilebilir olmasına rağmen sağlıklı kontrollere ait 

plazma örneklerinde aynı sonuçlara ulaşılamadı. Bu sonuçlar 7-KC’nin, NP-C 

hastalığı için bir biyobelirteç olamayacağını ancak örnek stabilitesini ve matriks 

etkisini tespit etmede yardımcı olabileceğini bize gösterdi. Literatürde de yapılan 

çalışmalarda NP-C tanısında C-Triol’ün güvenilir bir biyobelirteç olduğu, 7-KC’nin 

ise ancak örneklerin saklama koşullarını değerlendirmek için kullanılabileceği ifade 

edilmektedir. Özellikle örneklerin -80oC yerine -20oC’de saklanmasıyla, ilk 30 gün 

içinde bile 7-KC artışı gözlenmektedir (Polo ve ark., 2016). 

Oksisterol analizi için özel kan tüpüne ihtiyaç yoktur. Rutin biyokimya 

laboratuvarında kullanılan çeşitli tüpler analiz için yeterlidir. Aynı zamanda az 

miktarda örnek hacmi (50 μL) gerektirmesi oksisterol analizlerini kolaylaştıran diğer 

bir unsurdur. EDTA’lı plazma tercih edilmesine rağmen, serum, lityum heparinli 

plazma, sitratlı plazma gibi örneklerde de analiz yapılabilir. Litaratürde serum 7-KC 

konsantrasyonlarının plazmaya göre daha yüksek olduğu, bunun nedenin de oda 

ısısında 20-30 dakikalık pıhtılaşma süresinin 7-KC konsantrasyonlarını arttırması 

olduğu bildirilmektedir (Helmschrodt ve ark., 2014). 
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NP-C hastalığının prevalansı 1:89000 iken, sarılığı olan yenidoğanlarda, psikiyatrik 

hastalığı olan ve nörolojik semptomlar gösteren yetişkinlerde daha sık 

gözlenmektedir. Bu nedenle, oksisterol analizinin NP-C hastalığı açısından riskli 

popülasyonlarda daha yaygın kullanım sağlanması ve faydalı olması beklenmektedir 

(Yerushalmi ve ark., 2002; Bauer ve ark., 2008). NP-C hastalığının klinik bulguları, 

diğer birçok lizozomal depo hastalıklarına benzer olduğundan plazma 

oksisterollerinin ölçümü klinisyenlere, özellikle hepatosplenomegali görülen 

hastalarda NP-C şüphesini dışlamak için yararlı olacaktır (Porter ve ark., 2010). 

Yenidoğan tarama testlerine oksisterollerin integrasyonu ile NP-C hastalığının 

özellikle semptom vermeyen hastalarda erken tanı alması mümkün olacaktır 

(Yanjanin ve ark., 2010). Tarama testleri sayesinde, tanısı güç olduğu için 

belirlenemeyen ve insidansı düşük olarak bildirilen NP-C hastalığının da gerçek 

insidansı ortaya konulabilecektir. Plazma oksisterol konsantrasyonları, sadece NP-C 

hastalarında değil heterozigot bireylerde de artmaktadır. Porter ve ark.’nın yaptığı 

çalışmada, heterozigot bireylerde oksisterol düzeylerinin sağlıklı kontrollere göre 

yaklaşık 1.3-1.6 kat artış gösterdiği bildirilmektedir (Porter ve ark., 2010).  Vücuttaki 

oksidatif stres artışı, kolesterol oksidasyonunu dolayısıyla C-triol ve 7-KC gibi 

oksisterolleri artırdığından, oksidatif stresle ilişkili ateroskleroz ve nörodejeneratif 

hastalıklarda da oksisterol ölçümleri riskli bireyleri tanımlamada faydalı olabilir. 

Bu çalışmanın primer amacı NP-C hastalığının tanısında ve tedavi etkinliğinin 

izlenmesinde önemli biyobelirteçler olarak öne sürülen C-Triol ve 7-KC 

oksisterollerinin, LC-MS/MS ile ölçümünü kendi laboratuvarımız koşullarında 

yapabilmek, yöntemimizin analitik validasyonunu değerlendirmek ve sağlıklı 

kontrollere ait plazma konsantrasyonlarını belirlemektir. Çalışma süresinde NP-C 

hastalığı şüphesi olan hastalara ulaşılamadığı için yöntemimizin tanısal 

performansını gözlemek mümkün olamamıştır. Bu çalışma sayesinde, duyarlı ve 

spesifik bir yöntemin laboratuvarımızda denenmiş ve kullanıma hazır olması, 

herhangi bir NP-C hastalığı şüphesi durumunda, fibroblast Filipin boyası gibi invaziv 

ve zaman alıcı bir tetkikle karşılaştırıldığında tıbbi tanı açısından çok faydalı 

olacaktır.  
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızın sonuçlarını şu şekilde özetleyebiliriz: 

1. Plazma oksisterollerinden C-triol ve 7-KC’nin kütle spektrometrik yöntemle 

ölçümünün analitik validasyonu yapıldı. Analitik validasyon parametrelerinden; 

doğrusallık, doğruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama limiti (LOD), ölçüm 

limiti (LOQ) ve geri kazanım değerlendirilmesi yapıldı. 

2. C-triol ve 7-KC için oluşturulan lineer regresyon eğrisinde; C-triol r2:0.999, 7-

KC için r2:0.994 olarak bulundu. 

3. Doğruluk analizinde en az iki düzeyde hazırlanmış olan kalite kontrol 

örneklerinde C-triol ve 7- KC konsantrasyonları ±% 20’lik aralıkta bulundu. 

4. Verilerimize göre LOD değeri, C-triol için 1.22 ng/mL, 7-KC için 12.99 ng/mL 

olarak hesaplanırken, LOQ değeri, C-triol için 3.66 ng/mL, 7-KC için 38.97 

ng/mL olarak hesaplandı. 

5. 25 kişiden oluşan kontrol grubunda C-triol analizi güvenilir bir şekilde 

gerçekleştirilerek plazmadaki konsantrasyonları hesaplandı. (min: 15.7, max: 

38.61; ortalama±SD: 25.61±9.2 ng/mL) 

6. Kontrol grubunda plazma 7-ketokolesterol konsantrasyonlarına ait standart 

sapmalar çok yüksek bulunduğu için plazma matriksinin ölçüm üzerinde 

interferans yaptığı veya plazmada 7-KC stabilitesinin bozulduğu düşünüldü. 

7. C-triol ve 7-KC analizi iki farklı türevlendirme yöntemi denenerek karşılaştırıldı. 

Türevlendirme ajanının konsantrasyonunun artırılmasının analiz kalitesini çok 

değiştirmediği gözlendi.  
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Çalışma sonuçlarımıza göre önerilerimiz; 

Örnek ekstraksiyonunda, türevlendirme basamağı oksisterol analizi için oldukça 

önemlidir. Türevlendirme solüsyonu eklendikten sonra inkübe edilen örneklerde sarı 

rengin oluşması başarılı bir türevlendirmenin olduğunu göstermektedir. 

Çalışmamızda türevlendirme ajanının konsantrasyonunun artırılmasıyla benzer 

veriler elde edilmiştir. Duyarlı bir çalışma ve ön hazırlık gerektiren plazma oksisterol 

analizinde önerebileceğimiz bilgiler literatürde belirtildiği gibi yeni bir yöntem 

olduğundan sınırlıdır. 
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