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OZET

Amag: Oksisteroller, kolesteroliin ¢ok sayida kimyasal tepkime yoluyla oksidasyona
ugramasiyla olusan ve bircok fizyolojik siiregcte ve cesitli dejeneratif ve metabolik
hastaliklarda, lipid metabolizmasi bozukluklarinda énemli rol oynayan tiirevlerdir.
Bu ¢alismada, onemli oksisteroller arasinda yer alan kolestan-3p-5a-63 (C-triol) ve
7-ketokolesterol (7-KC)’iin 6l¢iimiinde ¢esitli  ekstraksiyon ve tiirevlendirme
basamaklar1 denenerek, s1vi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometrik (LC-MS/MS)

yontemin analitik validasyonunun yapilmasi amag¢lanmaistir.

Yontem: Optimizasyon ¢alismalari, MRM (multiple-reaction monitoring) modunda,
pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile LC-MS/MS (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu 8040 Corporation, Japan) cihazinda yapilmistir. 25 saglikli bireyden elde
edilen plazmalarda dimetilglisin (DMG) tiirevlendirmesiyle C-Triol ve 7-KC
multipleks (¢oklu) dl¢limiiniin analitik validasyonu degerlendirilmistir. Bu amagla;
linearite, dogruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama ve 6l¢iim limitleri (LLOD ve
LLOQ), geri kazanim, carry-over analizi gibi parametreler c¢alisilarak sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Analiz siiresi her iki parametre i¢in 10 dakika (dk) olarak belirlendi (C-
Triol: 3.1 dk, 7-KC: 7.26 dk). C-triol ve 7-KC igin olusturulan lineer regresyon
egrisinde; C-triol r?: 0.999, 7-KC igin r2: 0.994 olarak bulundu. Dogruluk analizinde
en az iki diizeyde hazirlanmig olan kalite kontrol orneklerinde C-triol ve 7- KC
konsantrasyonlar1 £%20°lik aralikta bulundu. 25 kisiden olusan kontrol grubunda C-
triol analizi glivenilir bir sekilde gerceklestirilerek plazmadaki konsantrasyonlari
hesaplandi. (min: 15.7, max: 38.61; ortalamat+SD: 25.61+9.2 ng/mL). 7-KC
Ol¢iimlerinde standart sapmalar ¢ok yiiksek bulundugu i¢in plazma matriksinin

interferans olusturdugu veya plazmada 7-KC stabilitesinin bozuldugu diisiiniildii.

Sonu¢: Bu calisma ile oksisterol Ol¢limii, duyarli ve spesifik bir yontem ile
laboratuvarimizda denenmis ve kullanima hazir hale gelmistir. 7-KC ise plazmadaki

analit stabilitesini yansitmada yararli olabilecek bir parametredir.

Anahtar Kelimeler: Oksisteroller, Kolestan-33-5a-63, 7-Ketokolesterol, LC-
MS/MS



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-3p,5a,6p-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 (r?) 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-38,5a,6p-triol, 7-ketocholesterol, LC-MS/MS



ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SEKILLER DiziNi
TABLOLAR DIZINi
SIMGELER ve KISALTMALAR
1. GIRIS

2. GENEL BILGILER
2.1. Kolesterol
2.2. Kolesterol Oksidasyon Uriinii Olan Oksisteroller
2.2.1. Oksisterollerin Olusumu
2.2.2. Oksisterollerin Olusum Mekanizmasi
2.2.3. Oksisterollerin Metabolizmas1 Ve Eliminasyonu
2.2.4. Oksisterollerin Bulundugu Yerler Ve Konsantrasyonlari
2.2.5. Oksisterollerin Biyolojik Roli
2.2.6. Oksisterollerin Hiicre Membran1 Uzerine Etkileri
2.3. Hastaliklarda Oksisterollerin Yeri
2.3.1. Ateroskleroz Ve Inflamasyon
2.3.2. Norodejeneratif Hastaliklar
2.3.3. Kanser
2.3.4. Diger Hastaliklarda Oksisteroller
2.4. Lizozomal Depo Hastaliklar
2.4.1. Niemann Pick-Tip C Hastalig1
2.4.2. Klinik inceleme
2.4.3. Niemann Pick-Tip C Tanisinda Kullanilan Yo6ntemler
2.5. Kolestan-3p-5a-6p (C-triol) ve 7-Ketokolesterol(7-KC) Analizi
2.6. Kiitle Spektrometresi
2.6.1. Siv1 kromatografi-Ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
2.7. Analitik Validasyon
2.7.1. Dogrusallik (Linearite)

Vi

vii

© © o N N O B Now o ow

DTN ST R - R O T e O =
52 PN RO 1A W W oW M O



2.7.2. Dogruluk
2.7.3. Tekrarlanabilirlik

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

(Limit of Quantitation-LOQ)
2.7.5. Geri Kazanim
2.7.6. Interferans

2.7.7. Cary-over EtKkisi

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvar Calismalar1

3.1.1. Saglikli Kontroller

3.1.2. Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri
3.2. Ayrintili Yontem

3.2.1. Kolestan-3B-5a-6p ve 7-Ketokolesteroliin Analizi
3.3. Analitik Validasyon Caligmalari

3.4. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. Analitik VValidasyon Parametreleri

4.1.1. Dogrusallik (Linearite)

4.1.2. Dogruluk Analizi

4.1.3. Tekrarlanabilirlik

4.1.4. Saptama ve Olgiim Limitlerinin Belirlenmesi
4.1.5. Geri Kazanim

4.2. Tiirevlendirme Soliisyonu-2 ile Yapilan Analizler

4.3. Saglikli Kontrollerde Plazma Kolestan-33-5a-6p Diizeyleri
4.4. Saglikli Kontrollerde Plazma 7-Ketokolesterol Diizeyleri
5.TARTISMA

6.SONUC VE ONERI
KAYNAKLAR

OZGECMIS

25
25
25

27
27
27

29
29
29
29
31
31
40
40

41
41
41
44
45
47
48

48
49
50

51

56

58

73



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 2.6.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

SEKILLER DIZiNi

Kolesterol molekiilii (Kirmizi bolgelerden okside

olarak oksisteroller olugsmaktadir.)

Yasa bagli meydana gelen hastaliklarda oksisterollerin

hedef organlari

NPCI1/NPC2 genlerinin yapisi ve lizozom igindeki aktiviteleri
Kolestan-3B-5a-6p (C-triol)’iin molekiil yapisi
7-Ketokolesterol’iin molekiil yapisi

Dimetilglisin ester molekiil yapisi

Kolestan-3p,5a,6p-Triol Kalibrasyon egrisi

200 ng/mL Kolestan-3p,5a,6B-Triol standart piki
7-Ketokolesterol kalibrasyon egrisi

200 ng/mL 7-Ketokolesterol standart piki

LC zamana gore pompa akis diagrami

Kolestan-3p,5a,6B-triol lineer regresyon egrisi
7-Ketokolesterol i¢in lineer regresyon egrisi

Saglikli kontrollerde plazma kolestan-3f3,5a,63-triol diizeylerinin

cinsiyete gore dagilimi

14

18

18

20

33

33

34

34

40

42

42

50



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. NP-C teshis yontemlerinden Filipin ve kolesterol esterifikasyon 16

testlerin karsilastirilmasi

Tablo 3.1. Kolestan-3p,5a,6B-triol ve 7-ketoklolesteroliin 6ncii Ve iiriin 39

iyonlarinin kiitle gecisi

Tablo 4.1. Saglikl1 kontrollerin cinsiyet (n, %) ve yaslari (ortalama+SD) 41
Tablo 4.2. Standartlarin nominal ve 6lgiilen konsantrasyonlari 43
Tablo 4.3. Kolestan-3p,5a,6B-triol i¢in ardisik standart 6lgtimler 43
Tablo 4.4. 7-KC igin i¢in igin ardigik standart 6lgtimler 44
Tablo 4.5. Kolestan-3f,5a,6p-triol i¢in dogruluk degerlendirmesi 44
Tablo 4.6. 7-Ketokolesterol i¢in dogruluk degerlendirmesi 45
Tablo 4.7. Kolestan-3,5a,6p-triol igin retansiyon zamanlari 46

ve konsantrasyonlara ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Tablo 4.8. 7-Ketokolesterol igin retansiyon zamanlari ve konsantrasyonlara ait 46

tekrarlanabilirlik sonuglari

Tablo 4.9. C-triol ve 7-KC i¢in hesaplan LOD ve LOQ degerleri 48
Tablo 4.10. Tirevlendirme soliisyonu-2 ile C-Triol 6l¢timii 49
Tablo 4.11. Tiirevlendirme soliisyonu-2 ile 7-KC &lgiimii 49

Vi



22-OHC
24S-OHC
25-OHC
27-OHC
7-KC
7-OHC
7a-OHC
7B-OHC
ABC
ACAT
AH
Apo-E
CH25H
C-Triol
CYP46Al
DMAP
DMG
EDC
EDTA

ER

SIMGELER ve KISALTMALAR

22-Hidroksikolesterol
24S-Hidroksikolesterol
25-Hidroksikolesterol
27-Hidroksikolesterol
7-Ketokolesterol
7-Hidroksikolesterol
7a-Hidrokkolesterol
7B-Hidroksikolesterol
ATP Baglayic1 Kasetler
Acil Transferazlar
Alzheimer Hastalig1
Apolipoprotein-E
25-Hidroksilaz
Kolestan-3B-5a-6
24S-Hidroksilaz
Dimetilaminopridin
Diemtilglisin ester
Etilendiklorid

Etilen Diamid Tetra Asetikasit

Endoplazmik retikulum

vii



ESI

GC/MS

HDL

HMG CoA

HPLC

KBB

LC-APCI-MS/MS

LCAT

LC-MS/MS

LC-MS

LDH

LDL

LOD

LOQ

LXR

m/z

MALDI

MRM

MSS

NP-A

Elektro Sprey Iyonizasyon

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Yiiksek yogunluklu lipoprotein
Hidroksimetilglutaril CoA

Yiiksek performansl sivi kromatografisi

Kan Beyin Bariyeri

Atmosferik basingli-Sivi  kromatografisi-Ardisik
kiitle spektrometresi

Agil Transferazlar

S1vi kromatografisi-Ardisik kiitle spektrometresi
Kiitle Spektrometresi

Lizozomal Depo Hastaliklar

Diisiik yogunluklu lipoprotein

Limit of Detection-Sapma Tayin Limit

Limit of Quantitation-Ol¢iim Limiti

Karaciger X Reseptorii

kiitle/yiik

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu
Multiple Reaction Monitoring

Merkezi Sinir Sistemi

Niemann Pick Tip-A Hastalig

viii



NP-B

NP-C

NPC1

NPC2

PH

ROS

S/N

SD

Tau

TNF-a

Niemann Pick Tip-B Hastalig1
Niemann Pick Tip-C Hastalig1
Niemann Pick C1 proteini
Niemann Pick C2 proteini
Parkinson Hastalig1

Reaktif oksijen tiirleri
Sinyal/giirtiltii

Standart Sapma

Tabulin associarled unit protein

Tumor Nekroz Faktori



1.GIRIS

Hiicre membraninda bulunan kolesterol molekiilleri biiyiilk oranda oksidasyona
duyarhdir. Kolesterol oksidasyon iirlinii olan oksisteroller, yapisindaki bir veya daha
fazla oksijen igeren gruplarin varlig: ile kolesterolden farklidir (Guardiola ve ark.,
2002). Kolesteroliin kimyasal yapisindaki bu farklilik, oksisterollerin biyofiziksel
ozelliklerinde oOnemli degisiklikler olusturur ve bu degisiklikler lipid ¢ift
tabakalarinin 6zelliklerini ve dinamiklerini 6nemli 6l¢iide diizenlemektedir (Kulig ve
ark., 2015; Massey, 2006; Massey ve Pownall, 2006; Olkkonen ve Hynynen, 2009).
Kolesterol-lipid homeostazi, ¢ogunlukla enzimatik olarak olusan oksisteroller ile

modiile edilir.

Oksisterollerin ana biyolojik kaynagi, ¢ok sayida kimyasal tepkime yoluyla
oksidasyona ugrayarak tlirevlerine doniistiiriilen kolesterol molekiiliidiir. Bu
reaksiyonlar enzimatik veya non-enzimatik olarak gergeklesmektedir. Non-enzimatik
kolesterol oksidasyonu cogunlukla steran halka sisteminin oksitlendigi triinlerin

olusmasina neden olmaktadir.

Oksisteroller, kolesterol kaynakli oldugundan bu molekiillerin iiretimi bir dereceye
kadar kolesterol varligima baghdir. Fizyolojik kosullar altinda, oksisterollerin
konsantrasyonunun kolesterol konsantrasyonundan yaklasitk 3 kat daha disiik
diizeyde oldugu diistiniilmektedir (Brown ve Jessup, 2009). Normal kosullarda diisiik
diizeyde bulunan oksisterol konsantrasyonu, bazi patofizyolojik durumlarda ¢ok
yiiksek diizeylerde (toplam sterol konsantrasyonu> %?20) goriilebilmektedir. Bu
durumlarda oksisterollerin membran Ozellikleri iizerindeki etkisi 6nemli olmaktadir

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

Oksisteroller, sadece kolesterol-lipid metabolizmasinin ve membran yapisinin
modiilasyonu gibi fizyolojik siire¢lerde degil, cesitli kronik ve dejeneratif
hastaliklarda, metabolik hastaliklarda, hiicresel fonksiyon bozukluklarinda, lipid
metabolizmast bozukluklarinda da 6nemli rol oynamaktadir. Zor tan1 konulan bir
lizozomal depo hastaligi olan Niemann Pick-Tip C’de de, Kolestan-3p-5a-6p3 (C-
triol) ve 7-Ketokolesterol (7-KC) gibi oksisterollerin artis gosterdigi bildirilmektedir.



Plazma oksisterollerinin (C-triol ve 7-KC) analizi i¢in, gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC/MS), sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) ve atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon (APCI) ile yapilan kiitle
spektrometresi gibi yontemler Onerilmektedir (Jiang ve ark., 2011). Oksisterol
analizinde en 6nemli basamak tiirevlendirme islemi oldugundan Girard hidrazon,
pikolinil ester ve dimetilglisin ester (DMQG) ile farkli tiirevlendirme asamalari
denenmistir. Oksisterol analizleri ile ilgili giivenilir, kolay ve etkin bir yontem
arayisi halen devam etmekte olup elektrosprey iyonizasyonlu (ESI) Kkiitle
spektrometrik 6lgiimler denenmektedir (Boenzi ve ark., 2014; Klinke ve ark., 2015;
Pajares ve ark., 2015; Romanello ve ark., 2016 ; Kannenberg ve rak., 2016).
Literatiirde mevcut yontemlerle ilgili analitik validasyon c¢alismalart siirhidir.
Yontemlerin performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi i¢in yontemle ilgili
cesitli parametrelerin belirlenip incelenmesi ve yontemin gecerliliginin kanitlanmasi

gerekmektedir.

Bu calismada, lizozomal depo hastaliklarindan Niemann Pick Tip-C’nin tanisinda
¢ok 6nemli bir rol iistlenen C-triol ve 7-KC oksisterollerinin 6l¢imiinde ¢esitli
ekstraksiyon ve tiirevlendirme basamaklari denenerek, elektrosprey iyonizasyonlu
(ESI) LC-MS/MS yonteminin analitik validasyonunun yapilmasi ve rutin

metabolizma laboratuvarina uyarlanmasi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kolesterol

Insan ve hayvan dokularinda bulunan temel sterol kolesteroldiir. Kolesterol,
amfipatik bir yapiya sahiptir ve polar bir bas ile apolar bir hidrokarbon gévdeden
olugsmaktadir (Sekil 2.1). Kolesteroliin 3.karbonundaki —OH grubu ve 5-6. karbonlar1
arasindaki ¢ift bag kolesteroliin reaktif kisimlarini olusturmaktadir. Ayrica 10. ve 13.
karbonlarinda —CH3 gurubu, 17. karbonunda ise 8 karbonlu yan zincir bulunur.
Kolesterolin 3. karbonundaki —OH grubu esansiyel yag asitleri ile

esterlesebilmektedir.

CHs
#CH—2CH,4

HO

Sekil 2.1. Kolesterol molekiilii (Kirmiz1 bolgelerden okside olarak oksisteroller olugsmaktadir.)

Membranlarin baslica bileseni olan kolesterol organizmada; karaciger, safra,
bagirsak mukozasi, beyin, sinir dokusu, deri, testis, over ve plazmada bulunmaktadir.
Kolesteroliin suda ¢ok az ¢oziiniirliige sahiptir. Plazmada total kolesteroliin %41
ester, Y41 serbest sekilde bulunmaktadir. Membranlarda bu yapilarin ¢ogu serbest
kolesterol halinde bulunmaktadir. Plazmadaki kolesteroliin  biiyiikk  kismi

lipoproteinler araciligi ile tasinmaktadir (Giirdol, 2014).

Insan viicudundaki kolesterol temel olarak asetat molekiiliinden olusur. iki mol asetil

CoA birleserek asetoasetil CoA ‘y1, ardindan da 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’y1



meydana getirir. Olusan 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’dan hidroksimetilglutaril
CoA (HMG CoA) rediiktaz enzimi araciligi ile kolesteroliin 6nciil maddesi olan
mevalonat meydana gelir. Burada 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA’dan mevalonat
olusumu hiz kisitlayict basamak ve bu reaksiyonu katalizleyen enzim HMG CoA
rediiktaz da hiz kisitlayict enzim olarak gorev yapmaktadir (Andrew ve ark., 1997,

Ray ve Cannon, 2005).

2.2 Kolesterol Oksidasyon Uriinii Olan Oksisteroller
Oksisteroller; kolesteroliin, halka sisteminde veya yan zincirinde bir veya birden
fazla konumda ilave oksijen islevselligine sahip oldugu genis bir molekiil ailesidir

(Bjorkhem ve ark., 1999).

Oksisteroller, kolesterolden farkli olarak ilave oksijen varligindan dolay: lipofilik
zarlan kolayca gecerler. Oksisteroller, safra asidinin ve steroid hormon biyosentez

basamaklarinin kilit unsurlaridir (Smondryrev ve Berwitz, 2001).

Kolesterol-lipid homeostazi, ¢ogunlukla enzimatik olarak olusan oksisteroller ile
modiile edilir. Oksisteroller; sadece kolesterol-lipid metabolizmasinin modiilasyonu
gibi fizyolojik siireglerde degil, ayn1 zamanda patolojik siireclerde de dnemli rol

oynamaktadir (Fakheri ve Javitt, 2012).

2.2.1.0Oksisterollerin Olusumu
Oksisterollerin ana biyolojik kaynagi, c¢ok sayida kimyasal tepkime yoluyla
oksidasyona ugrayarak tiirevlerine donistiiriilen kolesterol molekiiliidiir. Bu

reaksiyonlar enzimatik veya non-enzimatik olarak ger¢eklesmektedir.

Non-enzimatik kolesterol oksidasyonu c¢ogunlukla steran halka sisteminin

oksitlendigi iiriinlerin olugsmasina neden olmaktadir (baz istisnalar olabilir).

Genel olarak oksisteroller, kolesterolden ek polar gruplarin varligi ile (bir veya
birka¢ tane olabilir) farklidir. Bu ek gruplar; hidroksil grubu, keto grubu,
hidroperoksi grubu, epoksi veya karboksil gruplaridir (Fakheri ve Javitt, 2012).

2.2.2.Oksisterollerin Olusum Mekanizmasi
Non-enzimatik kolesterol oksidasyonu, viicutta fizyolojik olarak bulunan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile reaksiyona girerek gergeklesmektedir (Brown ve Jessup,

2009). Kolesterolin ROS ile etkilesimi, 7.karbondaki hidrojenin ayrilmasina ve
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radikal karbon olusmasina yol acar (Fruhwirth ve ark., 2007; Jurkiewicz ve ark.,
2012). Kolesterol bu oksijen radikali ile reaksiyona girerek bir kolesterol peroksil
radikali (COOQO:) olusturur (Brown ve Jessup, 2009). Bu radikal, diger lipid
molekiillerinden hidrojeni daha da ayirarak, 7.karbondaki —OOH kismi ile nispeten
kararli bir kolesterol hidroperoksit (7a-OOH-kolesterol, 73-OOH-kolesterol ve 7-
ketoklosterol) olusuma neden olabilir. 7-OOH-kolesterol tiirleri, non-enzimatik
olarak iiretilen major kolesterol oksidasyon iirtinleridir (Brown ve Jessup, 1999,
2009; Brown ve ark., 1997).

Kolesteroliin enzimatik oksidasyon iiriinleri, cogunlukla sitokrom P450 ailesiyle
iliskili farkli enzimlerin etkisiyle olugsmaktadir (Olkkonen ve ark., 2012; Russell,
2000). Ornegin; bu enzimlerden biri olan CYP46A1 enzimi, 24-hidroksikolesterol
(24S-OH) olusumunu katalize etmektedir. Bu enzim ¢ogunlukla sinir hiicrelerinin ve
retinanin  endoplazmik retikulumunda (ER) bulunmaktadir (Bjorkhem, 2007).
CYP7A1 ve CYP27A1 olmak iizere iki enzim agirlikli olarak karaciger de olusan 7a-
hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterol sentezinde rol almaktadir (Bjorkhem ve
Eggertsen, 2001). Endoplazmik retikulumda ve ¢ogu dokunun golgi cisimciginde
bulunan demir igermeyen bir enzim olan 25-hidroksilaz (CH25H), 25-
hidroksikolesterol olusumunu katalize etmektedir (Russell, 2000).

Fizyolojik olarak bulunan oksisteroller arasinda kolesterol biyosentezinin bir yan
irinii olan 24S-25-epoksi-kolesterol, enzimatik olarak iretildigi igin ayirt edici

Ozellige sahiptir (Nelson ve ark., 1981).

Diyet ile aliniminda ekzojen bir oksisterol kaynagi oldugu bilinmektedir (Otegui-
Arrazola ve ark., 2010). Okside steroller; gida liretimi, depolanmasi ve hazirlanmast
ile oksidatif kosullara bagli olarak kolesterol bakimindan zengin olan gidalarda
yiikksek diizeylerde goriilmektedir (Brown ve Jessup, 2009). Gidalardan emilen
oksisterollerin, kan dolasimina girebilecegi yapilan c¢alismalarda gosterilmistir.
Ancak endojen ve ekzojen oksisterol diizeylerinin tam bir kantitasyonu yoktur

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

Oksisteroller, kolesterol kaynakli oldugundan bu molekiillerin iiretimi bir dereceye

kadar kolesterol varligina baglhdir. Fizyolojik kosullar altinda, oksisterollerin



konsantrasyonunun kolesterol konsantrasyonundan yaklasik 3 kat daha diisiik

diizeyde oldugu diisiiniilmektedir (Brown ve Jessup, 2009).

2.2.3.0ksisterollerin Metabolizmasi ve Eliminasyonu

Oksisterol metabolizmasinda dort ana yol vardir; (Gill ve ark., 2008)

Ik olarak, oksisteroller kolesterol acil transferazlar (ACAT ve LCAT) ile

esterlesebilirler.

Ikinci yol, oksisterol olusumunda CYP27A1 enzimi, aym zamanda halka
yapist oksitlenmis sterollerin daha ileri oksidasyonunu katalizleyebilir ve
suda iyi ¢dziinen tiirlere doniistiirebilir. Ornegin; CYP27A1 enzimi ile 7-
ketoklolesterol (7-KC), 27-hidroksikolesterole (27-OHC), 27-OHC de 3p-
OH-5-COOH-kolik asite doniismektedir (Brown ve ark., 2000).

Uciincii yol, 11p-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi, oksitlenmis sterolleri
azaltabilir. Ornegin; 11B-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi ile 7-KC ve 7p-
hidroksikolesterol (7B-OHC) diizeyleri azalmaktadir (Jessup ve Brown,
2005).

Dérdiincii yol, kolesterol siilfotransferaz enzimi hem halka hem de yan zincir
oksisterolleri siilfatlandirabilir. Ornegin; 7-KC ve 7B-kolesterol-3-siilfat
molekiiliinde goriilmektedir. (Chen ve ark., 2007; Fuda ve ark., 2007)

Oksisterollerin eliminasyonu ise membranlarda goriilmektedir. Oksisterollerin

hidrofobik yapida olmasi nedeniyle, tasinmalar1 i¢in 6zel lipofilik tasiyicilar

gereklidir. Literatiir de bu tiir bir¢ok tasiyici tespit edilmistir (Brown ve Jessup,

2009). Ornegin; Sterollerin yiiksek yogunluklu lipoproteinlere (HDL) ddniismesiyle

ABCAI, apoliprotein Al’e aktarir.

Enzimatik ve non-enzimatik olarak {iretilen oksisterollerin bir kisminin varlig

antioksidanlarla azaltilabilir. Ornegin; diyabetik hastalara vitamin E takviyesinin, 7-

KC ve 7B-OHC diizeylerini diisiirdiigii belirtilmistir. Ayn1 zamanda antioksidan

desteklerinin, kolesterol epoksit diizeylerini de azalttigi diisiiniilmektedir. Ancak bu

konu hakkinda kesin bilgi yoktur (Brown ve Jessup, 1999).



2.2.4.0ksisterollerin Bulundugu Yerler ve Konsantrasyonlari

Insan viicundaki oksisterollerin yeri ve konsantrasyonlari, potansiyel fizyolojik
rolleri géz oniine alindiginda 6nemli bir yer tutmaktadir. Kolesterol gibi oksisteroller
de oldukga hidrofobiktir. Ayn1 zamanda, kolesterolden farkli olarak oksisterollerin
molekill yapisindaki kiigiik kimyasal farkliliklar, diger membran bilesenleri ile
etkilesim sekillerini 6nemli Olgiide etkilemektedir. Bundan dolayr oksisteroller
membran yapisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Kulig ve ark., 2015; Massey ve
Pownall, 2005; Wang ve ark., 2004). Normal kosullarda oksisterol konsantrasyonu,
yiiksek kolesterol varliginda diisiik diizeylerde gozlenmektedir. Bununla beraber,
baz1 patofizyolojik durumlarda oksisterol konsantrasyonu c¢ok yiiksek diizeylerde
(toplam sterol konsantrasyonu> %20) goriilebilmektedir. Bu durumlarda
oksisterollerin membran 6zellikleri tizerindeki etkisi 6nemli olmaktadir (Brown ve

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

Hiicresel oksisterol igerigi ve subseliiler oksisterollerin konumu iizerine yapilan
calismalarla, bu oksisterollerin tanimlanmasinin karmasik oldugu bildirilmistir. Bu
durum, ozellikle kolesterol konsantrasyonuna gore daha diisiik diizeylerde bulunan
oksisteroller i¢in dnemli olmaktadir. Ozellikle enzimatik olarak iiretilen oksisteroller
icin, az miktarda kolesterol oksidasyonu bile analiz sonuclarim1 biiyiik oranda
etkileyebilmektedir. Bu yilizden oksisterol analizi yapilirken metotta peroksit
icermeyen ¢Oziicliler kullanarak kolesterol oksidasyonunun kontrol edilmesi son
derece 6nemlidir (Brown and Jessup, 1999; Olkkonen, 2012; van Reyk and Jessup,
1999).

Glinlimiizde, in vivo oksisterol konsantrasyonlarinin analizi hakkinda birkag¢ ¢alisma
vardir. Bu nedenle, g¢esitli patolojik durumlarda oksisterol diizeylerini
degerlendirmek i¢in verilerin dogru analizi olduk¢a 6nemlidir (Hulten ve ark., 1996;

van Reyk ve ark., 2006).

2.2.5.0ksisterollerin Biyolojik Rolii
Insan viicudunda nispeten diisiik diizeylerde bulunmasina ragmen, oksisterollerin

o6nemli biyolojik etkilerinin oldugu bilinmektedir.



Bu etkilerden bazilari;

e Metabolik ara maddeler

e Kolesterol homeostaz diizenleyicileri
e Aterojenik ajanlar

e Hiicre gecirgenligi modiilatorleri

e Gen ekspresyon diizenleyicileri

e Hiicresel sinyal reseptorleri

olarak bildirilmistir (Kulig ve ark., 2015b; Meaney ve ark., 2002; Olsen ve ark.,
2009; Smondyrev ve Berkowitz, 2001).

2.2.6.0ksisterollerin Hiicre Membram Uzerine Etkileri

Biyolojik zarlarin fiziksel 6zellikleri ¢ok sayida hiicresel mekanizma iizerinden siki
bir sekilde kontrol edilmektedir. Kolesterol neredeyse tiim hiicre membranlarinin
yapisinda bulundugundan, kolesterol homeostaz1 ¢ok énemlidir. Literatiirdeki bilgiler
incelendiginde, yapilan c¢alismalarda lipid ¢ift tabakasinin fizikokimyasal ve
biyolojik 6zelliklerine oksisterollerin de etkilerinin oldugu gosterilmistir (Massey,
2006; Olkkonen and Hynynen, 2009). Ek olarak oksisterollerin; lipoproteinler,
membran proteinleri ve sterol tasiyici proteinler ile etkilesimleri incelenmis olup

kolesteroliin etkilerinden farkli oldugu gosterilmistir (Charbonneau ve ark., 2001).

Ozetle, oksisterolleri kolesterolden ayiran yapisal ozellikler vardir ve biyolojik
makromolekiillerin modifikasyonu ile dogrudan ilgilidir. Ornegin; 7-KC’iin sentetik
ve biyolojik membranlarda kolesterolden farkli olarak kristalize oldugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Phillips ve ark., 2001).

Biyofiziksel ac¢idan bakildiginda, lipid ¢ift tabakasinda kolesteroliin etkileri;
diizenleyici ve yogunlastirici etkilerdir. Diizenleyici etkisi, kolesteroliin hidrokarbon
zincirinin uzamasit anlamina gelirken, yogunlastirict etkisi ise kolesterol
molekiiliiniin ¢evresinde lipid basma diisen yilizey alaninin azalmasi anlamina
gelmektedir. Genel olarak oksisteroller, lipid ¢ift tabakalarini kolesterol ile benzer

sekilde etkiler ancak tipik olarak oksisteroliin diizenleyici ve yogunlastiric
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etkilerinin kuvveti kolesteroliin etkilerinden daha zayiftir (Ahyayauch ve ark., 2006;
Gelissen ve ark., 1999; Keller ve ark., 2004; Kulig ve ark., 2015b; Pulfer ve Murphy,
2004). Ornegin; 7-KC ve 5-hidroksikolesterol (5-OHC)’iin lipid ¢ift tabakasi

tizerinde daha az diizenleyici etkisi oldugu bulunmustur (Wang ve ark., 2004).

2.3. Hastaliklarda Oksisterollerin Yeri

Oksisteroller, sadece kolesterol-lipid metabolizmasinin ve membran yapisinin
modiilasyonu gibi fizyolojik siire¢lerde degil, ayn1 zamanda patolojik kosullarda da
onemli rol oynamaktadir. Kolesterol-lipid homeostazi ¢ogunlukla enzimatik olarak
olusan oksisteroller (7-OHC, 22-OHC, 24-OHC, 25-OHC, 27-OHC) tarafindan
modiile edilmektedir. Ayn1 zamanda en giiglii sitotoksisite, otooksidasyon orjinli
oksisteroller (7-KC ve 7-OHC) igin kabul edilmistir. Hiicre 6liimii ve inflamasyona
bagli birgok hastalikta, oksisterollerin fizyolojik seviyeleri astigi bulunmugtur.
Sekilde oksisterollerin hastaliklarla iligkilerine genel bir bakis gosterilmektedir.

(Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. Yasa bagli meydana gelen hastaliklarda oksisterollerin hedef organlari
W. Kulig et al. / Chemistry and Physics of Lipids 199 (2016) 144-160

2.3.1. Ateroskleroz ve inflamasyon
Ateroskleroz, oksisterollerle ilgili oldugu bilinen kardiyovaskiiler bir hastaliktir. Bu
patalojik durum, biiyiik ve orta arterlerin duvarlarindaki kolesterol birikimi ile

karakterizedir. Aterosklerotik plak olusumu giderek damar liimenini daraltir,
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tromboza yol agar ve hedef organlara giden oksijen miktarinin azalmasina sebep
olarak kalp krizi ve inmeye sebep olan mortalite oran1 yiiksek bir durumdur (Chisolm
ve Steinberg, 2000). Aterosklerotik lezyonlarda bulunan kolesterol genellikle diisiik
yogunluklu lipoproteinlerden (LDL) kaynaklanmaktadir (Goldstein ve ark., 1979).
Bu patolojik durumda oksisterollerden; 7-KC, 27-OHC ve 70/B-OHC diizeyleri
plazmada belirgin sekilde artmaktadir. Aym1 zamanda, aterosklerotik plagin igerigi
%75-80 oksisterollerden olusmaktadir. Plak gelisiminde bu oksisterollerin aktif rol

aldig1 belirlenmistir (Brown ve Jessup, 1999).

Ayni1 zamanda immiinolojik yanit ve 6zellikle makrofaj biyolojisinin, oksisteroller
tarafindan diizenlendigi ortaya koyulmustur. Ornegin; karacifer X reseptoriiniin
(LXR) aktive olmasiyla, sterollerin akis1i artar ve aterosklerotik lezyonlarin
olusumunu engelleyecek inflamatuar yaniti inhibe eder (Graham ve Allen, 2015).
27-OHC’nin ise, pro-inflamatuar genleri regiile ettigi, vaskiiler hiicrelerdeki
inflamutuar siiregleri baslatarak plazma timor nekroz faktorii (TNF-o) yiikselttigi

bilinmektedir.

2.3.2. Norodejeneratif Hastaliklar

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Multiple skleroz gibi noérodejeneratif
hastaliklar, genellikle oksisterollerle ilgili farkli kosullar olusturmaktadir. Viicuttaki
toplam kolesteroliin yaklagik %?20’si beyinde bulunmaktadir. Beyin insan
viicudundaki kolesteroliin en yiiksek bulundugu organdir. Beyinde bulunan
kolesteroliin; %10’u ndronlarin, %20’si ndronlar1 besleyen glial hiicrelerin, %70’

noronlari saran miyelin kilifin yapisina katilmaktadir (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 gegebilen bir oksisterol olan 24-OHC’ye ¢evrilerek karaciger
tarafindan metabolize edilmektedir (Bjorkhem, 2006). Ayrica dolasimda en fazla
bulunan oksisterol olan 27-OHC ve 7a-hidroksi-30kzo-4-kolesteronik asitin KBB’ni
gecebildigi gosterilmistir. Lipofilik bir zar olan KBB’ni gecebilen oksisterollerin,
beyin-kolesterol homeostazini diizenlemesine iligkin patolojik kosullarda aktif bir rol

oynadig bildirilmistir (Bjorkhem ve ark., 2009).
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Alzheimer Hastahgi (AH)

Alzheimer hastalig1 (AH), milyonlarca insan1 etkileyen demansin en yaygin seklidir.
AH; insan beyninde protein agregatlarinin olusumu, amiloid betanin hiicre disinda
depolanmas1 ve tubulin associarlet unit (tau) proteinlerinin hiicre i¢i birikmesiyle
karakterizedir (Blennow ve ark., 2006). AH patogenezinde oksisterollerin rolii ¢cok
onemlidir (Gamba ve ark., 2015). Ornegin; 24-OHC, kolesterol sentezini kontrol
eden transkripsiyon faktorleri olan SREBP-1C, SREBP-2 ve LDL reseptorlerini
down-regiile eder, apoliprotein-E’yi LXR araciliiyla uyararak up-regiile eder ve
ATP baglayic1 kasetlerden ABCA1 ve ABCG1’in up-regiilasyonunu saglar (Abil-
dayeva ve ark., 2006). 24-hidroksilaz enziminin, AH dahil olmak iizere baz1 bellek
bozukluklarina sebep oldugu o6ne siiriilmiistiir (Burlot ve ark., 2015). Beyindeki
CYP46A1 seviyesinin yagla beraber arttigi ve bununda yaslilik doneminde bilissel
bozulmaya neden olabilecegi one siiriilmektedir. Yas disinda, apo-E’nin e4 allelini
bulundurmasi, Alzheimer hastalarinda oldugu gibi ateroskleroz i¢in de ana risk

faktortdiir (Zarrouk ve ark., 2014).

Parkinson Hastalig1 (PH)

Parkinson hastaligi en yaygmn goriilen hareket bozuklugudur. Lewy inkliizyon
cisimcikleri o-synuclein proteinin birikmesi ve hiicre Olimii ile karakterizedir.
PH’nda, beyinde dopamin iireten ndronlarin kaybi izlenmektedir. Dopamin
salgilayan hiicreler oOzellikle beyin sapinda substantia nigra isimli bdlgede
bulunmaktadir (Rantham Prabhakara ve ark., 2008). Oksisteroller (24S-OHC, 27-
OHC ve secosterol) ozellikle a-synuclein agregasyonuna ve dopamin igeren
noronlarin oliimiine neden olmaktadir (Bosco ve ark., 2006). Ayrica, oksidatif
kolesterol metabolitlerinin diizeyleri PH hastalarinin serebral korteksinde daha
yiiksektir. Serebrospinal sivida 24S-OHC diizeyi hastaligin siiresi ile iligkilidir. Bu
bilgilere ragmen, birka¢ klinik calismada PH ile oksisterol diizeyleri arasinda bir
korelasyon bulunamamistir (Bjorkhem ve ark., 2013). Genel olarak, oksisterollerin

PH’daki 6nemi tartigmali olmakla beraber goz ardi edilmemelidir.

Huntington Hastahg (HH)

Huntington hastaligi, beyindeki sinir hiicrelerinin progresif hasariyla kas

koordinasyonunu etkilenmesiyle karakterize olan zihinsel bozuklugun goriildigi

genetik bir bozukluktur. HH ve oksisterollerin iligkisi hakkinda veriler ¢ok fazla

degildir. HH hastalarinda 24S-OHC ve 27-OHC diizeylerinin plazmada degistigi
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gbzlenmistir (Leoni ve Caccia, 2015). Bir ¢alismada ise, beyin 6limii gerceklesen
HH hastalarina ait dokularda, putamende 24S-OHC diizeyinde %60 azalma,
kolesterol diizeyinde %30 artig, 7-KC ve 7B-OHC diizeyinde %50-70 oraninda artig
oldugu gozlenmistir (Kreilaus ve ark., 2015).

Multiple Skleroz (MS)

Multiple skleroz hastaligi, immun kaynakli demiyelinizasyon ve merkezi sinir
sisteminde (MSS) akson kaybi ile karakterizedir. Demiyelinizasyona katilan ¢ok
miktarda ROS, miyelin igeriginin %10’undan fazlasim1 olusturan kolesterolii
oksitlemektedir (Vejux ve Lizard, 2009). Aslinda, MS hastalarinin beyin-omurilik
stvist noronal hasar olusturdugu bilinen 7-KC igermektedir. Aynm1 zamanda, MS
hastalarinin plazmalarinda 24S-OHC gozlenmistir (Teunissen ve ark., 2007). Bu
bilgiler dogrultusunda Multiple skleroz (MS) olusturulan fare modelinde plazma

24S-OHC ve 27-OHC diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (Teunissen ve ark., 2007).

2.3.3. Kanser

Karsinojenezin enflamasyonla gii¢lii bir sekilde baglantili oldugu bilinmektedir
(Griven- nikov ve ark., 2010). Oksisteroller; kolon, akciger, cilt, gogiis, prostat ve
safra kanali kanseri ile iligkilidir (Jusakul ve ark., 2011). Karsinojenezde

oksisterollerin etkisi ti¢ sekilde olmaktadir;
e DNA hasarinin indiiklenmesi,
e Siklooksinejenaz-2 ekspresyonunun indiiksiyonu

e Timoér hiicresi migrasyonunun uyarilmasi seklindedir (Zarrouk ve ark.,

2014).

Kolorektal kanserler, LXR aktivasyonuna duyarlidir. LXR aktivitesi, prostat
kanserinin ilerlemesini azaltici etki olusturabilmektedir. In-vitro oksisterollerin
yaglanan hiicrelere miidahale ettigi ve etkisi az olsa da birgok kanser hiicre tipinin

oliimiine neden oldugu yakin zamanda yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Zarrouk

ve ark., 2014).
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2.3.4. Diger Hastahklarda Oksisteroller

Oksisterollerin rolii; Tip-2 diyabet, kronik bdbrek yetmezligi, anoreksiya, katarakt
gibi hastaliklarda da gosterilmistir (Sottero ve ark., 2015; Mal-grange ve ark., 2015;
Sottero ve ark., 2009).

Ostrojen sinyali, uygun kemik yogunlugunu korumak icin kritik 6nem tasir.
Plazmada artan 27-OHC diizeylerinin kemik-mineral yogunlugunu azalttig
gosterilmistir. Bu veriler Ostrojen sinyali, kolesterol ve metabolik hastaliklar ile

osteoporoz arasindaki iligskinin kanit1 olmaktadir (Dusell ve ark., 2010).
2.4. Lizozomal Depo Hastaliklar:

Lizozomal depo hastaliklar1 (LDH), lizozomal enzim ve transport proteinlerinin
fonksiyon eksikliginden kaynakli olarak olusan ve 60’dan fazla tipi olan kalitsal
gecigli  hastaliklardir.  LDH’de  defektif enzim nedeniyle sfingolipid,
glikozaminoglikan, glikoprotein ve glikojen gibi birgok substratin parcalanma ve
uzaklastirilma mekanizmasi sorunludur. Bu substratlar endozom/lizozom igerisinde
depolanmaktadir. Substratlarin  birikimi doku hasar1 ve hiicre o6liimiine yol
agcmaktadir. Lizozomal hastaliklarin diger birgok genetik hastalik gibi bebeklik ya da
erigkin yasta baslangi¢ gosteren tiirleri bulunmaktadir (Sharafi ve Emre, 2010).

2.4.1. Niemann Pick-Tip C Hastahgi

Niemann Pick tip-C hastaligi (NP-C), nadir goriilen otozomal resesif, ndrovisseral
lipid depolama bozuklugudur. Bu hastaliga, NPC1 ve NPC2 genlerinde meydana
gelen mutasyon sebep olmaktadir (Sekil 2.3) (Pentchev ve ark., 1985). Lizozomlarda
ve ge¢ endozomlarda, esterlesmemis kolesterol ve ¢esitli sfingolipidler dahil olmak
lizere genis bir lipid birikimi ile karakterizedir (Vance ve Karten, 2014). NP-C’de
lipidlerin birikimi hastalik patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. NP-C’nin
baslangic yas1 degiskenlik gostermektedir ve hastaligin farkli evrelerinde ortaya
cikabilen ve farkli oranda ilerleme gosteren, spesifik olmayan, visseral, norolojik ve
psikiyatrik klinik semptomlar1 bulunmaktadir (Vaniel, 2010; Jahnova ve ark., 2014).
NP-C ¢esitli verilere gore 89.000 canli dogumda bir goriilmektedir. Ancak tanis1 zor
koyulan bu hastaligin taninmayan ve ge¢ baslangicli formlar1 daha yiiksek bir

insidans olusturmaktadir (Patterson ve ark., 2012).
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Glycocalyx I3
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Sekil 2.3. NPC1/NPC2 genlerinin yapisi ve lizozom igindeki aktiviteleri

Brown and Goldstein Niemann-Pick Type C Diesease, 2013

NP-C de tan1y1 geciktiren bazi faktdrler vardir. Ilk klinik tablo spesifik olmadig igin
NP-C’nin smurlt farkindaligi ile birlikte kesin tam1 koymak zorlasmaktadir. NP-C
icin bazi tilkelerde ulusal tan1 merkezleri mevcut olsa dahi, tanisal testlerin
yayginligl, test yapilabilirligi ve maliyeti agisindan sinirlidir. Bu durum, genellikle
semptomlarin baslangicindan, teshis ve tedaviye kadar olan siirede biiylik bir

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

2.4.2. Klinik Inceleme

Ayrintili bir klinik muayene, bazi durumlarda NP-C’yi diger noéro-metabolik
bozukluklardan ayirt etmeye yardimer olabilmektedir (Wraith ve ark., 2009). Ayni1
zamanda, NP-C’nin klinik bulgular1 hastaligin  evresine bagli  olarak
degisebilmektedir ve benzer genotipleri olan bireyler arasinda bile farklilik
gozlenebilmektedir. Bu durumlarda klinik tan1 koymak oldukc¢a gliclesmektedir. Bu
nedenle diger kalitsal metabolizma bozukluklarina benzer sekilde, dogrulayici

laboratuvar testleri her zaman gereklidir.

NP-C’nin belirtileri ve semptomlart genel olarak; visseral, norolojik ve psikiyatrik
olmak iizere li¢ kategoriye ayrilir (Mengel ve ark., 2013; Wijburg ve ark., 2012;
Wraith ve ark., 2014). NP-C hastalarinda, hastaligin belirlenmesine yardimci olan
bazi semptomlar vardir. Bunlar arasinda; neonatal kolestatik sarilik, splenomegali,
progresif suproniikleer palsi, ataksi, disfaji, distoni, biligsel bozukluk ve psikoz yer

almaktadir. Fakat semptomlar bunlarla sinirli degildir. Spesifik NPC1 veya NPC2
14



mutasyonlarinin, NP-C’nin noérolojik semptomlarinin baglangi¢c yasi ile baglantilt

oldugu bilinmektedir (Vainer, 2010).

NP-C’nin heterojenligi ve diger hastaliklarla ortiisen semptomlarinin varligi, teshis
stirecini zorlagtirmakta ve geciktirmektedir. Visseral ve norolojik/psikiyatrik
semptomlar1 bulunan yetiskin bir hasta ile sadece visseral bulguya sahip NP-C tanisi

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

2.4.3. Niemann Pick-Tip C Tamisinda Kullanilan Yoéntemler
Laboratuvar temelli testler NP-C tanisiin temelini olusturmaktadir. Uzmanlar
tarafindan NP-C i¢in tani testlerinin gelistirilmesi konusunda ortak bir goris

bulunmaktadir. Clinkii mevcut NP-C tanisi igin yaklagimlar bazi sinirlamalara

sahiptir (Wraith ve ark., 2016).

Filipin ile Boyama ve Kolesterol Esterifikasyon Testi

NP-C, LDL kaynakli kolesteroliin hiicre i¢i tasinmasinda meydana gelen bir
bozulma ile karakterizedir (\Vainer ve ark., 2015; Vance ve Karten, 2015). NPC1 ve
NPC2 proteinleri, ge¢ endozom-lizozomlardan kolesterol ¢ikisi i¢in gereklidir.
NPC1 ve NPC2 proteinleri herhangi bir mutasyona ugrayarak islevini kaybettiginde
LDL hiicreleri ge¢ endozom-lizozom bdlgesinde kolesterol birikmesine neden
olmaktadir (Kruth ve ark., 1986). Bu mekanizma, NP-C tanisi i¢in mevcut yontem

olan Filipin testinin prensibini olusturmaktadir.

Bir bagka tani yontemi olan kolesterol esterifikasyon yonteminde; agil-KOA,
kolesterol agiltransferaz (ACAT) ile kolesterol ester olusumunu geciktirmektedir
(Pentchev ve ark., 1987). Bu iki yoOntemin avantaj ve dezavantajlari tabloda
gosterilmektedir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Filipin ile boyama ve kolesterol esterifikasyon testlerin karsilastiriimasi

Y ontem

Avantajlar

Sinirlamalar

Deri fibroblastlarinin
Filipin ile boyanmasi
(Floresans  mikroskopu

NP-C vakalarinin
%380’den  fazlasinin

tipik yontemi

Invaziv deri biyopsisi ve
hiicre kiilttirti

2-5 hafta arasinda sonug

testi (LDL  kaynakl

kolesterol ester olusumu)

genlerinde meydana
gelen mutasyonlarin
tanimlanmasinda ¢ok
avantajhdir.

NP-C vakalarinda net
ve kesin sonug verir.
NP-C’yi NP-A/B ve
diger hastaliklardan

ayirmaktadir.

ile degerlendirme) NPC1 ve NPC2 de ¢ikmasi
benzer sonuglar Yiiksek maliyet
Boyama sonucu net Teknik sartlar ve
bir sekilde gereksinimler (her analiz
anlasilmakta ve icin  yeterli mikroskop
klinik bulgular taniy1 kosullari, spesifik
destekler. biyolojik reaktifler)
Tim  bu  nedenlerden
dolay1 sonuglari
yorumlamada uzman
tecriibesi (daha az sayida
pozitif hiicre oldugunda ve
NP-A/B de hafif pozitif
sonuglari yorumlamak
zorlasir.)
Kolesterol esterifikasyon NPC1 ve NPC2 Deri biyopsisi ve hiicre

kiiltiirti
Cok ugras gerektirir ve
yiiksek maliyete sahiptir.

Spesifik

reaktiflerin gereksinimi

biyolojik

Filipin boyama testinden

daha az spesifiktir.
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Biyokimyasal Belirtecler

NP-C i¢in daha genis bir tarama yapabilmek i¢in diisiik maliyetli, kan bazli, spesifik
ve hizli analize olanak saglayan biyobelirteclere ihtiya¢ vardir. Kitotriozidaz
aktivitesi Ol¢limii, uzun zamandir NP-C tanisi i¢in tek yaklasimdi. Son yillarda,
birkag yeni, daha duyarli ve spesifik metabolitlerin testleri gelistirilmistir. Bunlar
NP-C icin birincil tarama testi olarak siklikla kullanilabilme &zelligine sahiptir

(\Vanier ve ark., 2016).

Kitotriozidaz Aktivitesi

Kitotriozidaz aktivitesinin 0l¢limiiniin, Gaucher hastalig1 tan1 ve izleniminde yararl
bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda kitotriozidaz aktivitesinin hafif
/orta diizeyde artis gostermesi, NP-A, NP-B ve NP-C de dahil olmak iizere diger
lizozomal depo hastaliklar1 icin genel bir gosterge olmustur ve yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ries ve ark., 2006). Ancak NP-C hastalarinda kitotriozidaz
aktivitesindeki artis, hastaligin ge¢ baslangicli formlarinda ortaya c¢ikmaktadir.
Ayrica, inme ve tip-2 diyabet gibi sik goriilen hastaliklarda da yiikselmis
kitotriozidaz aktivitesi kaydedilmistir (Elmonem ve ark., 2016; Bustamante ve ark.,
2014). Bu nedenle, kitotriozidaz aktivitesi NP-C i¢in 6zgiilliik ve duyarliliktan
yoksundur (Boot ve ark., 1998).

Oksisterol Analizleri
Esterlesmemis kolesteroliin lizozomlarda birikmesinin yani sira, NPC1 hiicre
dizilerinde ve NPCI1 fare modelinde ROS {iretimini artirarak oksidatif stres yarattigi

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

Oksidatif streste, non-enzimatik olarak kolesteroliin oksidasyon {irlinlerinin olustugu
bilinmektedir. NPC1 fare dokularinda iki oksisteroliin (kolestan-3p3-50-68 ve 7-
ketokolesterol) bu sekilde yiikseldigi kaydedilmistir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5) Ayni
zamanda bu metabolitler plazmada da artmis olarak bulunmustur. NP-C’li fare ve
hastalarda artmis bulunan bu oksisteroller, NPC1 heterozigotlarda kismen artmistir

(Porter ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2008).
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Sekil 2.5. 7-Ketokolesterol (7-KC)’tin molekiil yapisi

NP-C’nin hizli tanisinda kullanilmak tizere plazma oksisterollerinin analizi i¢in, gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC/MS), sivi kromatografisi-ardigik kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ve atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon kaynagi
kullanilan kiitle spektrometrik (LC-APCI-MS/MS) yontemler onerilmistir (Jiang ve
ark., 2011). Elektrosprey iyonizasyon(LC-ESI-MS/MS) gibi farkli iyonizasyon
kaynakli kiitle spektrometrik yontemler de gelismeye 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 ugramis tim hastalarda plazma oksisterol
diizeyleri yiikselmistir (Stamfer ve ark., 2013, Jiang ve ark., 2011; Reunert ve ark.,
2014; Amroui ve ark., 2014). Oksisterol diizeyleri NP-C hastalarinin Filipin boyama
testi sonuglart her zaman iliskili bulunmamistir. Fakat 6zenli ¢alisilmis ve pozitif
sonuglanmis Filipin testli NP-C hastalarinda, oksisterol diizeyleri yiiksek

bulunmustur (Stamfer ve ark., 2013).

Literatiirde denenen metotlara ait analizlerin sonuglari incelendiginde, C-triol
analizinin NP-C hastalar1 i¢in 7-KC analizinden daha fazla ayirt edici giice sahip
oldugu goriilmektedir. (Porter ve ark., 2010; Boenzi ve ark. 2014).
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NP-C tanist koyulan hasta sinirli oldugundan, C-triol ve 7-KC analizlerinin 6zgiin
degeri yeni anlagilmaya baglanmistir. C-triol ve 7-KC diizeylerinin, NP-A ve NP-B,
lizozomal asit lipaz eksikligi ve serebrotendinéz ksantomatoz gibi hastaliklarda da
kismen arttigi  gézlenmistir. Smith-Lemli-Opitz sendromu ve peroksizomal
bozukluklar1 olan bazi hastalarda da 7-KC diizeyinde kismen artis gdzlenmistir
(Pajares ve ark., 2015; Kannanberg ve ark., 2016). Cesitli karaciger hastaliklarinda,
genetik hiperkolesterolemi olan hastalarda ve norolojik tutulum goriilen bazi
hastaliklarda, Gaucher’nin de dahil oldugu bircok LDH’da normal sonuglar
gozlenmistir (Pajares ve ark., 2015). Ancak oksisterol sonuglarinin yiiksekligi,
ozellikle kolestatik sarilig1 olan yenidoganlarda dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir

(Polo ve ark., 2016).

Bu gelistirilen biyobelirteclerin, NP-C tarama testi olarak kullaniminda bircok
avantaj bulunmaktadir. C-triol ve 7-KC analizleri dondurulmus plazmalarda hizl bir
sekilde yapilabilmektedir. Deri fibroblastlarinda Filipin boyama testi gibi invaziv
yontemlerden daha duyarhdir. C-triol daha spesifik oldugundan tanida daha tercih
edilebilir goriilmektedir. Oksisterol analizinin maliyeti diger yontemlere gore cok
daha disiiktiir. Ancak analizle ilgili birtakim smirlamalar vardir. Oksisterol
analizleri; non-invaziv olmasi, diisiik maliyeti, kisa siirede analiz edilebilmesi ve
hassas olmasi nedeniyle diger dnemli hususlar dikkate alinirsa NP-C siiphesi olan

kisiler i¢in son derece yararli goériinmektedir (Polo ve ark., 2016).

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

Oksisterol analizi, biyolojik sivilarda ¢ok diisik konsantrasyonda (ng/mL)
bulundugundan kolay degildir. Gelistirilen yontemlerde, analiz Oncesi islemler
(6zellikle tlirevlendirme asamasi) cok titizlikle yapilmalidir. Kan Orneklerinin;
hemoliz olmadan ve kisa bir siire icinde dondurucuya kaldirilmasi gereklidir. Bu
sinirlamalar, 6zellikle hizli1 otooksidasyon 6zelligine sahip 7-KC i¢in yanlis yiiksek
sonuclar olusturabilmektedir. Bu zorlayici analizler i¢in birkag kromatografik

yontem gelistirilmistir (Wraith ve ark., 2009).

Bugiine kadar, biyolojik oOrneklerde oksisterollerin kantifikasyonu esas olarak
GC/MS yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu yontem, karmasik yapidaki
oksisterollerin duyarl olarak saptanmasina ragmen GC/MS temelli yontemler yogun

emek, uzun drnek hazirlama prosediirleri ve nispeten daha fazla plazma hacimlerine
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gereksinim oldugundan kullanimi sinirlanmistir (Bjorkem ve ark., 1988; Menendez-

Carreno ve ark., 2008).

Tiirevlendirme

LC-MS/MS yontemine dayanan analizlerde, ekstraksiyonlar ve gesitli basamaklar
birlestirilerek yeni prosediirler olusturulmustur. Oksisterol analizinde en Onemli
basamak tiirevlendirme islemi oldugundan Girard hidrazon, pikolinil ester ve

dimetilglisin ester (DMG) ile farkl tiirevlendirme asamalar1 denenmistir (Sekil 2.6).

Girard tiirevlendirme islemi, enzimatik basamaklarin varligi ve bir gece siiren
inkiibasyon nedeniyle olduk¢a zahmetli ve zaman alic1 bir yontem oldugundan

giintimiizde tercih edilmemektedir.

Pikolinil ester ile yapilan tiirevlendirme isleminde, sabunlastirma basamagi ve
yiiksek sicaklikta (80°C) inkiibasyon gerektiginden, kolesteroliin otooksidasyonuna

bagli kantitasyon sorunlar1 yasanmustir.

Dimetilglisin (DMG) ile tiirevlendirme islemi ise; yontemin verimliligi, serbest
esterlenmemis oksisterollerin tespitine imkan saglamasi, daha diisiik sicaklikta
derivatizasyon (otooksidasyon iiriinlerinin olusumunu sinirlar) gerektirmesi gibi
uygun 6zellikleri nedeniyle C-triol ve 7-KC analizi i¢in tercih edilmektedir (Jiang ve
ark., 2011; Polo ve ark., 2016).

CHz O

I
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Sekil 2.6. Dimetilglisin ester molekiil yapisi

Ornek Stabilitesi

Kiitle spektrometrik yontem ile yapilan C-triol ve 7-KC analiz g¢aligmalari
incelendiginde Ornek stabilitesinin sonuclar1 etkiledigi gortilmiistiir. Polo ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada -20°C ve -80°C de saklanan iki ayr1 grup
ornekler analiz edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, -20°C’de saklanan kalite

kontrol Ornekleri -80°°de saklanan oOrneklerin sonuglariyla karsilastirildiginda, C-
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triol stabilitesini korurken, 7-KC’nin hizli okside olma 6zelliginden dolay1 plazmada

arttigi gozlenmistir.

Bu sonuglara gore literatiirde bu iki parametre i¢in yapilan yorumlar asagida

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

e C-Triol, oda sicakliginda 2-3 giin boyunca stabildir. Ancak 6l¢iim bir hafta
icinde yapilmalidir.

e Kisa siirede (bir hafta) analiz edilecek 6rnekler -20°C’de saklanabilir. Ancak

uzun stire (ay/yil) saklanmasi gereken 6rnekler i¢in -80°C tercih edilmelidir.
e C-Triol, NP-C tanis1 igin yararlanilabilecek olan 6ncelikli biyobelirtegtir.

e 7-KC ise oOrneklerin dogru saklanma kontrolii ve Ornek stabilitesini

degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

2.6. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometreleri, manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii
partikilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiikli partikiillerden ayirarak
analiz eden cihazlardir. Kiitle spektrometrelerinin tip alaninda kullanimi son yillarda
onemli oranda artmistir. Ozellikle metabolik hastaliklarin tamsinda, genisletilmis
yenidogan taramalarinda, steroid hormon ve vitamin analizlerinde siklikla

kullanilmaktadir.

Molekiiller normalde yiikli partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometrelerinde
iyonizasyon islemi ile uyarilarak iyonize hale doniisiirler. Yikli molekiller stabil
olmadiklarindan baska molekiillerle veya bir yiizey ile carpistiklarinda kiigiik
parcaciklara parcalanirlar. Olusan her bir iyon kendine 6zgii bir kiitle/yiik oranina
sahiptir ve bu oranlarin yogunluguna karsi olusan bir spektrumla gosterilmektedir.
Her bir iyonun yogunlugu detektére ulasan miktari ile orantilidir ve her bilesigin
spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen pik,
referans materyale ait pik ile karsilastirilarak bilesigin kiitlesi tanimlanmaktadir
(Mosharrafa ve ark., 1971; Cooks ve ark., 1983).

Iyonlastirma islemi gesitli kaynaklarla saglanabilmektedir. Iyon kaynaklarini baslica

gaz faz iyon kaynaklari ve desorpsiyon iyon kaynaklari olmak tizere iki grupta

21



incelemek miimkiindiir. Gaz faz iyon kaynaklarinda 6rnek once buharlastirilir ve
daha sonra iyonize edilir. Desorpsiyon kaynaklarinda ise 6rnek sivi veya kati halden
direkt gaz iyonlara dontstirilir. Isiya dayaniksiz ve ugucu olmayan bilesiklere
kolaylikla uygulanabilir olmasi desorpsiyon kaynaklarinin avantajlar1 arasindadir.
Gaz faz kaynaklar ise genellikle kaynama noktas: 500°C nin altindaki 1siya

dayanikl: 6rneklere uygulanmaktadir (Banks ve ark., 1994).

Gaz faz iyon kaynaklarindan elektron iyonizasyon (ESI) ve kimyasal iyonizasyon
(CI) teknikleri en sik kullanilanlardir. Desorpsiyon tipi iyon kaynaklarindan; hizh
atom bombardiman1 (FAB) polar ve ¢ok yiiksek molekiiler agirlikli molekiillerin
analizinde kullanilmaktadir. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ise polipeptitlerin,
proteinlerin ve oligoniikleotidlerin analizinde siklikla kullanilmaktadir. Matriks
destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ise 6zellikle peptitlerin analizinde
kullanilmaktadir (Banks ve ark., 1994). Termosprey iyonlastirma kaynag: ise yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) sisteminden MS sistemine gelen kapiller
tipiine yiiksek voltaj uygulanarak isitilarak 6rnek iyon kaynagina piskiirtiilerek

gonderilir. Bu is icin kullanilan  “Termosprey” ile siv1 halden gaz hale
dontstiiriilen iyon buharlastirilirmaktadir. Damlaciklar (+) ve (-) yiikli iyonlar ile

¢ozici icermektedirler. Ancak iyonlardan birinin polaritesi daha baskindir.

Kiitle spektrometreleri iyon kaynagina giren biitiin bilesikleri ayristirir ve
iyonlastirir. Organik bilesiklerin icerisinde ¢ok fazla sayida molekiil mevcuttur ve
hepsinin kiitle fragmenti izlenir. Bu nedenle iyi bir spektrum elde etmek amaciyla
belirli bir siirede sadece saf bir bilesigin kiitle spektrumunu almak gereklidir.
Dolayisi ile kiitle spektrometreleri gaz veya sivi kromatografi gibi bir ayristirma
islemi ile birlikte kullanilmasi gerekir (Kiser ve Sulliman, 1968). Sivi Kromatografi-
Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ugucu olmayan ve isiya karsi dayaniksiz olan
bilesiklerin ayristirilmasi igin kullanilir. Sivi faz kullanildigi igin yiiksek 1s1
gerekmemektedir (Lacey ve ark., 200; Banks ve ark., 1994).

2.6.1. S1vi kromatografi-Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Seciciligi yiikseltmek ve dedeksiyon limitlerini artirmak i¢in MS’den dnce Ornegin
ekstraksiyon ve kromatografik ayrigtirmalar gibi bazi 6n islemlerden gecirilmesi
gereklidir. Bunun i¢in en uygun yontemlerden birisi, iki veya daha fazla analitik

teknigin ardisik olarak baglanmasidir. Kullanilan kolonlar normal faz ve ters faz
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olarak ayrilir. Ters faz kolonda sabit faz, sabit silika partikiillerine kovalent bag ile
bagli nonpolar organik gruplardan olusur. Mobil faz ise polar sividir. Nonpolar
analitler kolonu daha erken terk ederler. Normal faz kromatografide ise sabit faz
polar molekiillerden mobil faz ise apolar ¢oziiciiden olusur. Normal faz
kromatografilerde mobil fazdaki kii¢iikk degisiklikler kromatogramda belirgin

degisikliklere neden olmaktadir.

Kolondan ¢ikan molekiiller iyonlastirma kaynagina gelir. Iyonlastirma kaynagi
tarafindan molekiiller uyarilarak yiiklii iyonize hale getirilirler. Caligmamizda
iyonlastirma kaynagi olarak ESI kullanilmistir. ESI ozellikle biiyiikk ve 1stya
dayaniksiz protein, polipeptid analizinde tercih edilir. Iyonlastirma kaynaginda
olusan farkli m/z oranina sahip iyonlar kiitle analizorii tarafindan ayirt edilerek
dedektore gonderilir. Calismamizda kiitle analizorii olarak tiglii kuadrupol sistemi
kullanilmistir. Iyon demeti yoluna paralel yerlestirilmis ve 0.1-0.3 m uzunlugunda

dort silindirik gubuktan ibaret bir kuadrupol sistemi kullanilir.

Bu dort silindirik gubuga hem dogru akim hem de radyo frekansi gerilimi uygulanir.
Ayirma borusuna kiiclik bir yariktan giren iyonlar arasinda ancak belli bir m/z
degerinde olanlar, sabit bir dogru akimda veya radyo frekansi geriliminde ¢ubuklar
arasindan gecerek dedektore ulasirlar. Spektrum dogru akim gerilimini veya radyo

frekans1 gerilimini degistirerek kaydedilir.

Ardisik MS/MS’de karigim birinci MS’nin iyon kaynagina verilir. Burada karigimin
iyonizasyonu bilesigin kendine ait iyonlarinin olusmasini saglar. Bunlara ana iyonlar
denir. Bilinmeyen Ornegin karakteristik ana iyonu bdylelikle secilir ve tanimlanir.
Bu incelenecek olan bilesigi karisimin i¢indeki diger bilesenlerinden ayirir. Birinci
MS’de ayrilmis olan ana iyon iki MS arasindaki carpisma odasinda bir kez daha
pargalanip ikincil iyon fragmentlerine ayrilir. Bunlara ikincil iyon denir. Ikincil iyon
ikinci MS analizoriinde ayirt edilerek dedektore gonderilir. Bu sekilde ana iyon ile
ikincil iyonun birlikte taranmasi bilesigin yiiksek segicilikte tanimlanmasini ve

karisimdaki diger bilesenlerden tamamen ayrilmasini saglar (Lacey ve ark., 2000).

LC-MS/MS ile parcalanan ana iyonun istenen parcasi izlenebildiginden girisim
yapan etkenler elimine edilerek analizin segiciligi de artirilmistir. Ayni m/z oranina

sahip pek ¢ok molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni1 parcalanma iyonlarina sahip
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molekiil sayist dogada 1/10.000’diir. Bu nedenle LC-MS/MS teknigi 6zgiin bir test
olmasinin yani sira ¢ok diisik konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin
yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da gerek

duyulmamaktadir.

GC/MS ile saatte 4-6 6rnek analiz edilebilirken, tandem MS/MS ile saatte 60 6rnege
kadar cikilabilir. Boylece analiz hizi artirnllmis ve o6rnek basina birim maliyet
diistirilmiis olmaktadir. (Persichilli ve ark., 2010; Tuschl ve ark., 2005).

2.7. Analitik Validasyon

Analitik validasyon; yontemin ilgili performans kriterlerine uygunlugunun
saptanmasi i¢in yoOntem parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gecerlilik
caligsmasidir. Yeterli kalitede Ol¢lim yapmak klinik acidan biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Bu olglimler biiyiik bir etkiye sahiptir. Yontem validasyonu; yeni bir
yontem kullanilacagi zaman, mevcut yontemlerin kullanim amaci genislediginde

veya kalic1 bir problem meydana geldiginde yapilmalidir.

Gegerli bir validasyon analizi i¢in asagidaki parametreler arastirilmalidir.

2.7.1. Dogrusallik (Linearite)

Dogrusallik degerlendirmesi yapilirken; standart egri (kalibrasyon egrisi), yonteme
ve analite bagl belirli sayida 6l¢iim noktasi ile belirlenir. Egrinin olusturulmasi,
icinde miktar1 bilinen referans 6rnekle veya kor 6rnek i¢ine eklenmis analitin bilinen
konsantrasyonu ile yapilir. Her bir dl¢lim noktasinda en az ii¢ dl¢lim yapilir ve

sonuglarin ortalamasi alinarak egri ¢izilir.

Her bir nokta ana soliisyondan diliisyonlar yapilmasi yerine bagimsiz olarak
hazirlanmalidir. Kalibrasyon egrisi analiz edilen 6rnek yapisimin farkliligina gore
degisebilmektedir. Elde edilen sonuclar ile c¢izilen egride iist ve alt smirlar

belirlenmelidir.

Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “lineer regresyon formiili” ile “korelasyon
katsayis1” belirtilir. Bu sekilde c¢aligma araliginin dogrusalligi tespit edilir.
Korelasyon katsayis1 (r?) >0,99’a yakin olmalidir. Kalibrasyon egrisinin uzun siire
kullanilmasi gerektiginde gegerliliginin kontrol edilmesi gerekmektedir. (Tiryaki ve
Aysal, 2003).

24



2.7.2. Dogruluk Analizi

Yontemin dogrulugu, ornek icin Olglilen deger ile ger¢ek degerin birbirine
yakiligidir. Dogruluk; bir 6rnegin bilinen konsantrasyonunun analiz edilmesi ve
gercek deger ile dlciilen degerin karsilagtirilmasi ile belirlenir. %20 sapma oranini

gecip gegmedigi kontrol edilir.

2.7.3. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, 0l¢iim sonuglarinin  birbirine  yakinhiginin, kesinligin  bir
Olciisiidiir. Ayn1 zamanda, bir maddenin ayni 6l¢iim kosullarinda (aynmi kisi, ayni
cihaz ve ekipmanlar, ayni laboratuvar sartlari), kisa zaman araliginda yapilan 6l¢iim
sonuglarinin birbirine yakinhigini degerlendirmek amaciyla standart sapmasinin
hesaplanmasidir. Tekrarlanabilirlik calismalar1 giin i¢i ve giinler arasinda, farkl

konsantrasyonlarda, ortalama 20 6l¢iim olacak sekilde yapilmalidir.

2.7.4. Saptama (Limit of Detection-LOD) ve Olgiim Limiti (Limit of
Quantitation-LOQ)

Cok diisiik konsantrasyonlarda galisilmasi gerektigi durumlarda Ornegin vermis
oldugu sinyalin, kor drnekten ayriminin yapilmasi ve uygun bir kesinlikle kantitatif
sonuglarin elde edilmesi gerekir (Akdag, 2003; 2006).

Analiz sonucunda elde edilen deger sifirin iistiinde oldugunda iki olasilik vardir;

1. Ornek aranan analiti icermiyor ve elde edilen sonuglar koriin dagilim

araligindadir.

2. Ornek aranan analiti iceriyor ve analiz tekrarlar1 ortalamanin elde edilmesini

saglar.
Bu durumda 2 farkli limit olusur ve asagidaki gibi ifade edilir;
e Saptama Limiti (Limit of Detection — LOD) XLop
e Olgiim Limiti (Limit of Quantitation — LOQ) XLog

Saptama limiti (XLop); kor ve sifir disinda tespit edilebilen en kiigiik miktar ya da

konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
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Saptama limitinin belirlenebilmesi i¢in yaklasimlarin birgogu benzer kor
matrikslerin veya diisiik diizeydeki analit sonug¢larinin standart sapmalari veya
metodun standart sapmasinin faktorle ¢arpimi ile hesaplanmasi yoniindedir. Bu

sekilde saptama limiti 3 sekilde hesaplanabilmektedir (Tiryaki ve Aysal, 2003).
- Kor orneklerin sonuglarinin standart sapmalari iizerinden

- Metodun standart sapmasi lizerinden

- Sinyal/Girtiltii izerinden

Kor oOrneklerin sonuglarinin standart sapmalart iizerinden asagidaki formiille

hesaplanir;

Xrop = Xkor +3 X So

So= kor o6rneklerin sonuglarinin standart sapmalari
Xxor= kor orneklerin ortalamasi

Yukaridaki esitlik eger analiz sonug¢larindan koriin ¢ikarilmasi temeline dayaniyorsa
Xkor esitlige konulmamalidir. So, matrikse uygun kor veya diisiik diizeyde analit
iceren materyal kullanilarak en az 6 tercihen 10 bagimsiz caligma ile elde

edilmelidir. Calismamizda X op degeri bu formiil kullanilarak yapilmustir.

Olciim limiti (XLog), analitin kabul edilebilir diizeyde dogru ve kesin olarak metot

kosullarinda belirlenebildigi en diisiik diizeydir.
Olgiim limiti (LOQ) iki farkli sekilde hesaplanabilir.

1. 6 ile 10 arasinda kor ornek okumalarinin sinyal/giiriiltii (S/N) oranmin 10

kat1 alinarak hesaplanir.

2. LOD’nin 3 kat1 alinarak bulunur.
Kor ornekler tizerinden hesaplama formiilii;
Xrog= Xkor + 10 x So
LOD iizerinden hesaplama formiilii;
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Xrog= Xrop % 3

2.7.5. Geri Kazamim

Kimyasal ol¢iimde gercek degerin Olgiilmesi uygulanan yodnteme bagli olarak
degisebilir. Deneysel islemler esnasinda gesitli nedenlerle bir kayip olusabilir. Bu
kayip miktarinin oranint ve belirsizligini hesaplamak gerekir. Kayip miktari

metodun geri kazanim orani olarak ifade edilir.

Geri kazanim caligmasinin en biiyilk avantaji orijinal matrikste ¢alisma
yapilabilmesidir. Caligma i¢in orijinal matriks yani validasyon ¢alismasinin
yapildigi matriks, aranan analit ile zenginlestirilir. Bunun yaninda dezavantaji,
orjinal drneklerde aranan analitlerin 6rnekle olan fiziksel ve kimyasal baglarinin ¢ok
giiclli olmasina ragmen, zenginlestirilen 6rneklerde disardan katildigi i¢in bu sekilde
bir bag olusmamasidir. Bunun sonucunda geri kazanim c¢alismasinda her zaman

daha basarili sonuglar elde edilebilir.

Geri kazanim sonuglarmin genellikle %80 ile %120 arasinda degismesi basarili
olarak kabul edilir. Analiz edilecek maddeyi icermeyen matriks madde (Referans
madde-Rm) iizerine belli oranda standart eklenerek analiz yapilir. Referans madde
analiz edilir ve bulunan degerin referans madde degerine orami geri kazanim

oranidir.
Geri kazanim= Bulunan konsantrasyon/ Referans konsantrasyon

2.7.6. interferans

Yontemin herhangi bir basamaginda olumsuz yonde etki gosteren maddelerin
olusturdugu etkiye interferans (bozucu etki) denir. Interferans ¢ogunlukla lipemi ve
hemoliz varligi, ila¢ kullanim1 gibi durumlarda ortaya ¢ikar. Bu durumun varligini
tespit etmek i¢in Orneklerde analiz yapildiktan sonra, bozucu etkisi incelenecek
maddeler 6rneklere ilave edilir. Olgiim tekrarlanir. Durumun degerlendirilmesi “geri

kazanim” ¢alismasinda oldugu gibi yapilir.

2.7.7.Carry-over Etkisi
Carry-over etkisi; kromatografik sistemden kaynaklanan, onceki ornekten gelen
herhangi bir kalintidan kaynaklanan kontaminasyondur. Carry-over ayni zamanda

birkag  ornekten  sonra  kromatogramlar1  rastgele etkileyebilecek  bir
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kontaminasyondan da kaynaklanabilmektedir. Carry-over, yiiksek konsantrasyonlu
bir Ornek veya standarttan sonra bir veya birka¢ bos enjeksiyon yapilarak

degerlendirilir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Kiitle Spektrometresi Laboratuvarinda bulunan LC-MS/MS cihaz1 kullanilarak
yapilmistir. Arastirma, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (BAP)
tarafindan 2016-1490 numara ile desteklenmis ve Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi

Etik Kurulu tarafindan 332 numarali karar ile onaylanmistir.

3.1.Laboratuvar Calismalari

3.1.1. Saghkh Kontroller

Calisma kapsaminda 25 saglikli kisiden (15 erkek-10 kadin) kan 6rnekleri 5 mL’lik
K2 EDTA (EtilenDiaminTetraAsetikasit)’l1 tiiplere alindi. Alinan kan 6rnekleri 4000
rpm’de 5 dk santrifiij edilip, elde edilen plazmalar, alikuatlandiktan sonra analiz
zamanina kadar 30 giin -80°C’de saklandi. Bu 6rnekler, kolestan-3p,5a,6p3-triol ve 7-

ketokolesteroliin analitik validasyon c¢aligsmalarinda kullanildu.

3.1.2. Kullamilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri
1. LC-MS/MS cihaz1 (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu 8040

Corporation, Japan)
2. Santrifiij (Hettich Rotina 35)
3. Vorteks (Rx3 Velp-Scientifica)
4. Sogutmali santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5403)
5. Azot ugurma iinitesi
6. Labor-Ildam Sanyo (-80°C) derin dondurucu
7. Heidolph-Rotamax 120 (Rotator shaker) karistiric
8. pH metre (Hanna Instruments pH-211)
9. Hassas terazi (Shimadzu- AY'Y-220)
10. Etiiv (Heraeus-T-12)

11. N,N-Dimetilglisin hidroklorit (DMG) (2491-06-7 Sigma, Almanya)
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarboimid hidroklorit (EDC) (E1769
Sigma, Almanya)

4-(Dimetilamino) pridin (DMAP) (1122-58-3 Sigma, Almanya)
Delipidized serum (991-24-HDS LeeBiosolution, USA)

Insan plazma havuzu (K2 EDTA) (Hmpledta2-strpd-4x Seralab,
ABD)

3B,5a,6B-Trihydroxycholestane (T795100 TRC, Kanada)
3B,50,6B-Trihydroxycholestane-d7 (T795102 TRC, Kanada)
7-ketocholesterol (K185050 TRC, Kanada)
7-ketocholesterol-d7 (K185052 TRC, Kanada)

Distile Su

Hekzan (650552 Sigma, Almanya)

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

Kloroform (650471 Sigma, Almanya)

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

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

RaptorTM AR C-18 Kolon (100x2.1 mm; 2.7 um particle size)
K2 EDTA’l1 tiip (5 mL)

Pastor Pipeti

Mavi pipet ucu

Sar1 pipet ucu

Mikro pipet ucu
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32. Falkon tiip (15mL)

33. Otomatik pipet (10 pL, 200 pL, 1000 pL)
34. Propilen ependorf (2 mL)

35. LC-MS/MS vial, mikro vial

3.2. Ayrintilh Yontem

3.2.1. Kolestan-3p,5a,6-Triol ve 7-Ketokolesterol Analizi

Kolestan-3p,5a,6B-triol ve 7-ketokolesterol analizi elektrospray iyonizasyon (ESI)
kaynakli wultra hizli sivi kromatografisi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu
Corporation, Japan) ile kombine LCMS-8040 triple kuadrupol tandem kiitle
spektrometresinde (Shimadzu Corporation, Japan) optimize edilmis ¢oklu reaksiyon
izleme (MRM) yontemi kullanilarak yapilmistir. Cihaz, ESI (+) pozitif modda

kullanilmuastir.

Mobil Fazlarin Hazirlanmasi:

Mobil faz A, 1 mM amonyum format ve 1 L distile su ile hazirlandi. pH degeri
kontrol edilerek formik asit ile 3’e ayarlandi. Mobil faz B, 1 mM amonyum format
950 mL asetonitril, 50 mL distile su ile hazirlandi. pH degeri kontrol edilerek formik

asit ile 3’e ayarlandu.

Optimizasyon Calismalar

Optimizasyon i¢in; kolestan-3,5a,6f-triol ve izotop isaretli kolestan-3f,5a,6p-triol
ile 7-ketokolesterol ve izotop isaretli 7-ketokolesterol standartlari, metanol ile 1
mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek stok standartlar hazirlandi. 1 mg/mL’lik stoklardan
10’ar pL’si ependorf tiiplere koyularak azot gazi altinda yaklasik 30 dakika boyunca
ucuruldu. Daha sonra tilirevlendirme soliisyonu asagidaki sekilde hazirlandi.

(Ayrintil1 yontem reaktif hazirlanmasi baglig1 altinda verilmistir.)
Optimizasyon i¢in Tiirevlendirme Soliisyonunun Hazirlanmast:

0.5M DMG (N,N-Dimetilglisin hidroklorit) Hazirlama: Molekil agirhigi 139.58

g/mol olan tiirevlendirme ajanindan 0.5 mL hazirlandi.
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2M DMAP (4-(Dimetilamino) pridin) Hazirlama: Molekil agirligi 122.17 g/mol olan

tiirevlendirme ajanindan 0.5 mL hazirlandi.

Esit hacimlerde tartilan DMG ve DMAP ajanlar1 ayn1 ependorfa aktarilarak, 0.5 mL

kloroform ile ¢6ziildii ve 30 saniye vortekslendi.

IM EDC (N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilkarboimid hidroklorit) Hazirlama:
Molekiil agirligi 191.70 g/mol olan tlirevlendirme ajanindan 0.5 mL hazirlamak i¢in
tartildi. Tartilan EDC, ependorfa aktarilarak 0.5 mL kloroform ile ¢oziildii ve 30

saniye vortekslendi.

Hazirlanan DMG ve DMAP ile EDC soliisyonlari esit hacimlerde alinmak iizere yeni
ependorfa aktarilarak vortekslendi ve tiirevlendirme soliisyonu hazirlandi.

Tiirevlendirme soliisyonun her analiz i¢in taze hazirlanmasina dikkat edildi.

Ugurma islemi tamamlanan ependorf tiiplere taze hazirlanmig olan tlirev
solisyonundan 40 pL eklendi. Vortekslenerek azot gazi iinitesinde tekrar ugurma
islemi yapildi. Ugurma islemi tamamlandiktan sonra asetonitril-su (70:30) soliisyonu

ile 6rnekler ¢oziildii ve 200 pL cam viale aktarilarak enjeksiyona hazirlandi.

Mobil faz A’nin akis hiz1 0.5 mL/dk olarak ayarlandi. Prekiirsor ve yavru iyonlarin
m/z degerleri; kolestan-33,50,6B-Triol standart igin sirasiyla 591.50, 104.20 Da,
d7(doteryum) isaretli internal standart igin sirasiyla 597.50, 104.10 Da ve 7-
ketokolesterol standart i¢in 485.50, 104.10 Da, d7 isaretli internal standart igin
492.50, 104.00 Da olarak belirlendi. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlendi.

Analiz siiresi toplam 10 dakika siirdii.

Kalibrasyon Calismasi

Kalibrasyon egrisi i¢in 1 mg/mL’lik Kolestan-3p,5a,6p-triol ve 7-ketokolesterol stok
standartlardan metanol ile diliisyon yapilarak 3.125 ng/mL, 6.25 ng/ml, 12.5 ng/mL,
25 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL konsantrasyonlarda seriler hazirlandi. 20 pL
enjeksiyon yapilarak bilinen konsantrasyonlara karsilik elde edilen alanlar i¢in lineer
regresyon egrisi ¢izildi. Her iki analitin kalibrasyon egrileri Sekil 3.1 ve Sekil 3.3 de
gosterilmektedir. Kalibrasyon egrisi olusturulurken kullanilan 200 ng/mL’lik

standartlara ait pikler de asagida 6rnek olarak verilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.4).
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Sekil 3.1. Kolestan-3p,50,6B-Triol Kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.2. 200 ng/mL Kolestan-3p,50,6B-Triol standart piki (intensity:90000)
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Sekil 3.3. 7-Ketokolesterol kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.4. 200 ng/mL 7-Ketokolesterol standart piki (Intensity:3250)

Kalite Kontrol (QC) Orneklerinin Hazirlanmasi

Kolestan-3p,5a,6p-triol ve 7-ketokolesterol i¢in olusturulan yontemin giivenilirligini
saptayabilmek i¢in 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 Hazirlanmasi

Internal Standartlarin Hazirlanmasi: 1 mg d7 isaretli Kolestan-3p,50,6B-Triol ve
7-Ketokolesterol internal standartlar1 1 mL metanol ile ¢ozilerek 1mg/mL
konstrasyonda stok soliisyon olarak hazirlandi. Bu stoklardan 1000 ng/mL
konsantrasyonda ara stok mikst internal standartlar hazirlandi. 1000 ng/mL ara stok;
1 uL Kolestan-3B,5a,6p-Triol-d7, 1 puL 7-Ketokolesterol-d7 ependorfa aktarilarak
998 uL metanol ile seyreltilerek hazirlandi. Stok soliisyonlar1 -20°C’de saklandi.

Ornekler igin 100 ng/mL konstrasyonda mikst internal standart kullanilds.

Standartlarin Hazirlanmasi: 10 mg Kolestan-38,5a,6B-Triol ve 7-Ketokolesterol,
10 mL metanol ile ¢ozilerek 1 mg/mL stok soliisyonu hazirlandi. Bu stok
soliisyonundan 1000 ng/mL konsantrasyonunda mikst ara stok soliisyonu hazirlandi.
1000 ng/mL ara stok; 1 pL kolestan-3f,5a,6B-triol, 1 puL 7-ketokolesterol ependorfa
aktarilarak 998 pL metanol ile seyreltilerek hazirlandi. Stok soliisyonlar, -20°C’de

saklandi.

Tiirevlendirme Soliisyonlarimin Hazirlanmasi
Calismamizda farkli tiirevlendirme islemlerinin ve ekstraksiyonlarin yontem

tizerindeki etkilerini gozlemlemek i¢in asagida yer alan farkli reaktifler denenmistir.

Tiirevlendirme Soliisyonu-1:

Hacimler 20 6rnek analizine gore hesaplanmustir.

IM DMG Hazirlama: Molekiil agirligi 139.58 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
0.5 mL hazirlamak i¢in tartildi.

2M DMAP Hazirlama: Molekiil agirligr 122.17 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
0.5 mL hazirlamak i¢in tartildi.

Esit hacimlerde tartilan DMG ve DMAP ajanlar1 ayni1 ependorfa aktarilarak, 0.5mL

kloroform ile ¢oziildii ve 30 saniye vortekslendi.

IM EDC Hazirlama: Molekiil agirligi 191.70 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
0.5 mL hazirlamak ic¢in tartildi. Tartilan EDC, ependorfa aktarilarak 0.5 mL

klorofom ile ¢o6ziildii ve 30 saniye vortekslendi.
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Hazirlanan DMG ve DMAP ile EDC soliisyonlari esit hacimlerde alinmak iizere yeni
ependorfa aktarildi, vortekslendi ve tlirevlendirme soliisyonu hazirlandi.
Tiirevlendirme soliisyonunun, tiirevlenmeyi etkilediginden dolayi her analiz igin taze

hazirlanmasi ve soliisyonun sar1 renk almadan kullanilmasina dikkat edildi.

Ornek Hazirhg-1
Ornekler, kalibratorler ve kalite kontrol érnekleri cihaza verilmeden énce asagidaki

ekstraksiyon iglemlerinden geg¢irilmistir.
1. Analiz dncesinde tiim 6rnekler ve soliisyonlar oda 1sisina getirilmistir.

2. Hazirlanan kalibratorler, kalite kontroller ve Ornekler 30 saniye

vortekslendi.
3. Orneklerden 50 pL propilen ependorfa koyuldu.

4. 100 ng/mL konsantrasyonda hazirlanan mix internal standarttan 300 pL

orneklerin tizerine koyuldu.
5. Ependorflarin kapaklari kapatilarak 30 saniye vortekslendi.
6. Vortekslenen 6rnekler 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi.

7. Siipernatan yeni bir ependorf tiipe alindi. Bu asamada internal standartlar

metanolle hazirlandigindan plazma proteinler ¢oktiiriilerek uzaklastirildi.

8. Siipernatanlar azot ile ugurma islemine tabii tutuldu. Bu asamada

orneklerin tamamen kurumasina dikkat edildi.
9. Kuruyan 6rneklerin iizerine 40 pL tiirevlendirme soliisyonu-1 eklendi.
10. Ornekler 30 saniye vortekslendi.

11. Ependorf tiipler 45°C 1 saat inkiibe edildi. Bu asama sonrasinda basarili

bir tiirevlenme i¢in yogun sar1 renk gérmek dnemlidir.
12. Ependorf tiiplere 20 uL metanol eklenerek reaksiyon durduruldu.

13. Ornekler azot gaz1 altinda uguruldu.
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14. Kuruyan oOrneklere 200 pL 70:30 oraninda asetonitril-su soliisyonu
eklendi.

15. Her bir ependorf tiip dikkatli bir sekilde vortekslenerek orneklerin

¢Oziilmesi sagland.

16. Insertlere 200 pL koyularak cam vialler hazirlandi ve LC-MS/MS’e
yiiklendi.

17. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi.

Tiirevlendirme Soliisyonu-2:

Hacimler 20 6rnek analizine gore hesaplanmuistir.

0,5 M DMG Hazirlama: Molekiil agirligi 139.58 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
2.5 mL hazirlamak i¢in tartildi.

2M DMAP Hazirlama: Molekiil agirligi 122.17 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
2.5 mL hazirlamak i¢in tartildi.

Esit hacimlerde tartilan DMG ve DMAP ajanlar1 aynm1 ependorfa aktarilarak, 2.5 mL

kloroform ile ¢6ziildii ve 30 saniye vortekslendi.

IM EDC Hazirlama: Molekil agirligi 191.70 g/mol olan tiirevlendirme ajanindan
2.5 mL hazirlamak i¢in tartildi. Tartilan EDC, ependorfa aktarilarak 2.5 mL

klorofom ile ¢6ziildii ve 30 saniye vortekslendi.

Hazirlanan DMG ve DMAP ile EDC soliisyonlar: esit hacimlerde alinmak iizere yeni
ependorfa aktarildi, vortekslendi ve tlirevlendirme soliisyonu hazirlandi.
Tirevlendirme soliisyonunun, tiirevlenmeyi etkilediginden dolay1 her analiz i¢in taze

hazirlanmasi ve soliisyonun sar1 renk almadan kullanilmasina dikkat edildi.

Ornek Hazirhig-2
Ornekler, kalibratorler ve kalite kontrol drnekleri cihaza verilmeden énce asagidaki

ekstraksiyon islemlerinden gegirilmistir.

1. Analiz 6ncesinde tiim 6rnekler ve soliisyonlar oda 1sisina getirilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Hazirlanan kalibratorler, kalite kontroller ve oOrnekler 30 saniye

vortekslendi.
Orneklerden 50 pL propilen ependorfa koyuldu.

100 ng/mL konsantrasyonda hazirlanan mix internal standarttan 300 pL

orneklerin tizerine koyuldu.
Ependorflarin kapaklar kapatilarak 30 saniye vortekslendi.
Vortekslenen ornekler 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi.

Siipernatan yeni bir ependorf tiipe alindi. Bu asamada internal standartlar

metanolle hazirlandigindan plazma proteinlerin ¢okerek uzaklastirildi.

Stipernatanlar azot gazi altinda uguruldu. Bu asamada 6rneklerin tamamen

kurumasina dikkat edildi.
Kuruyan 6rneklerin tizerine 200 pL tiirevlendirme soliisyonu-2 eklendi.
Ornekler 30 saniye vortekslendi.

Ependorf tiipler 45°C 1 saat inkiibe edildi. Bu asama sonrasinda basarili

bir tiirevlenme igin yogun sar1 renk gérmek onemlidir.
Ependorf tiiplere 100 pL metanol eklenerek reaksiyon durduruldu.
Ornekler azot gazi ile ugurma islemine tabii tutuldu.

Kuruyan o6rneklere 200 puL 70:30 oraninda asetonitril-su sollisyonu

eklendi.

Her bir ependorf tlip dikkatli bir sekilde vortekslenerek oOrneklerin

¢Oziilmesi saglandi.

Insertlere 200 uL koyularak cam vialler hazirlandi ve LC-MS/MS’e
yiiklendi.

Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi.
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Orneklerin LC-MS/MS ile Analizi

Her analit icin MRM (multiple-reaction monitoring, ¢oklu reaksiyon izlemi) gegisi
ve internal standart verileri elde edilmistir. Olgiimler miiltipleks (¢oklu) yapildi.
Iyonizasyon ydntemi olarak pozitif elektrosprey iyonizasyon kullanildi. Onciil ve
tirlin iyonlarin m/z degerleri; kolestan-3f,5a,6B-Triol standart igin sirasiyla 591.50,
104.20 Da, d7 isaretli internal standart i¢in sirasiyla 597.50, 104.10 Da ve 7-
Ketokolesterol standart i¢in 485.50, 104.10 Da, d7 isaretli internal standart igin
492.50, 104.00 Da olarak belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Kolestan-3,5a,6B-triol ve 7-ketoklolesteroliin 6nciil ve iiriin iyonlart

Kiitle Gecisi

Kolestan-3p,50,6p-Triol 591.5—»104.2

591.5—»488.5

7-Ketokolesterol 485.5—»104.1
486—» 383

D7-Kolestan-3p,5a,6p-Triol 597.5—»104.1
D7-7-Ketokolesterol 492.5—»104

Kromatografik ayirma islemi icin Raptor™ ARC-18 (100x2.1 mm; 2.7 um particle
size) kolonu kullanilmigtir. Cihazin akis hizi 0.5 mL/dk, kolon sicakligi 45°C ve
enjeksiyon hacmi 20 pL, gradient programi solvent B, % 80 (0.01-4.0 dk.), % 100
(4.01-8.0 dk.), % 40 (8.01-10.0 dk.) olarak ayarlanmustir (Sekil 3.5). Her bir 6rnek

i¢in analiz ve kolonun temizlenme siiresi 10 dk. olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.5. LC zamana gore pompa akis diagrami

3.3. Analitik Validasyon Calismalari
Bu calismada analitik validasyon calismalarini yaparken; dogrusallik (linearite),
dogruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama ve olgiim limitleri (LOD-LOQ), geri

kazanim ve cary-over parametreleri degerlendirilmistir.

Dogrusallik analizi; metanol ile 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan standartlar ile
lineer regresyon egrisi olusturularak yapilmistir. Dogruluk analizi; insan plazma
havuzunda 0 ng/mL, 100 ng/mL ve 200 ng/mL olmak iizere ii¢ seviyede hazirlanan
kalite kontrol 6rnekleri degerlendirilerek yapilmigtir. Tekrarlanabilirlik analizi; kalite
kontrol oOrneklerin ayni Ol¢tim kosullarinda arkaya arkaya 5 kez oOlgiilmesi ile
yapilmigtir. Saptama ve Ol¢iim limitleri, yontemin standart sapmasi iizerinden
hesaplama yapilarak degerlendirilmistir. Geri kazanim analizi ise; insan

plazmasindan 100 ng/mL olacak sekilde hazirlanan 6rneklerde yapilmistir.

3.4. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
20.0 programi ile yapilmistir. Sonuglar Ortalama+Standart Deviasyon olarak ifade

edilmistir. p degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, plazmada kolestan-3f,5a,6p-triol ve 7-ketokolesterol’iin kiitle
spektrometrik Sl¢iimiiniin analitik validasyonunu degerlendirmek i¢in 25 saglikh
kisinin plazma o6rnekleri kullanilmistir. Bu amacla, 15 saglikli erkek (% 60) ve 10
saglikli kadindan (% 40) kan 6rnekleri elde edilmis ve ¢alismalar gergeklestirilmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Saglikh kontrollerin cinsiyet (n,%) ve yaslar1 (ortalama+SD)

Cinsiyet Yas
n(%) (ortalama+SD)
Erkek 15 (60) 28.6+10.7
Kadin 10(40) 29.7+11.7
Toplam 25(100) 29.15+12

Bu ¢aligmada, analitik yontem validasyonu yapilirken test edilen parametreler,
yontemin uygulama amacina ve kapsamina bagli olarak belirlenmistir. Bu amagcla;
linearite, dogruluk analizi, tekrarlanabilirlik, 6l¢iim ve saptama limitleri (LLOD ve

LLOQ), geri kazanim, carry-over analizi gibi parametreler degerlendirilmistir.

4.1. Analitik Validasyon Parametreleri

4.1.1. Dogrusallik (Linearite)

Dogrusallik  analizini yaparken kolestan-3f3,50,6p-triol ve 7-ketokolesterol
standartlarindan 7 farkli konsantrasyonda (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 200 ng/mL)
kalibratorler hazirlandi. Hazirlanan kalibrator standartlar kiitle spektrometresinde
(LC-MS/MS) 3 kez enjeksiyon yapilarak analiz edildi. Elde edilen iyon yogunluk
degerleri (intensity) ve alan/konsantrasyon verilerinin ortalama degerleri ile
kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. Bu egrilerin korelasyon katsayilar1 (Correlation
Coefficient) hesaplanmis ve elde edilen her bir kalibrasyon egrisi igin r? degeri
0.99’un (kolestan-3p,5a0,6pB-triol i¢in 0.9998, 7-ketokolesterol i¢in 0.994) iizerinde
bulunmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Kolestan-3p,5a,6p-triol lineer regresyon egrisi
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Sekil 4.2. 7-Ketokolesterol i¢in lineer regresyon egrisi

Kolestan-3p,5a,6p-triol ve 7-ketokolesterol igin belirlenen konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar LC-MS/MS cihazi ile basarili bir sekilde 6l¢iilebilmistir (Tablo
4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4).
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Tablo 4.2. Standartlarin nominal ve 6lgiilen konsantrasyonlari

Kolestan-3pB,50,6B-Triol 7-Ketokolesterol
(ng/mL) (ng/mL)
Nominal deger Olciilen degerler
(ng/mL) (ng/mL)

0 0.99 13
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-3p,5a,6B-triol i¢in ardisik standart 6l¢timleri

C-Triol  1.Enjeksiyon  2.Enjeksiyon  3.Enjeksiyon  Ortalama

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

0 1.02 1.01 0.95 0.99 Gegerli
3.125 3.39 3.27 3.20 3.29 Gegerli
6.25 6.02 5.93 6.07 6.01 Gegerli
12.5 11.77 12.08 11.9 11.91 Gegerli
25 23.38 24.01 22.94 23.44 Gegerli
100 104.22 100.50 100.96 101.89 Gegerli
200 192.97 202.61 202.26 199.28 Gegerli
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Tablo 4.4. 7-KC igin ardigik standart dlgtimleri

7-KC 1.Enjeksiyon 2.Enjeksiyon 3.Enjeksiyon  Ortalama
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

3.125 341 2.48 3.57 3.15 Gegerli
6.25 4.43 5.75 6.15 5.44 Gegerli
125 11.12 15.08 11.07 12.42 Gegcerli

25 22.7 21.08 29.23 24.31 Gegerli
100 95.71 83.25 94.71 91.22 Gegerli
200 213.61 191.84 208.05 204.5 Gegerli

4.1.2. Dogruluk

Dogruluk analizi yapilirken, her iki analit (kolestan-3f,50,6p-triol ve 7-
ketokolesterol) i¢in en uygun matriks olan K2 EDTA igeren insan plazma havuzu
kullanildi. Bu matriks kullanilarak farkli analit konsantrasyonlarmmnda (0 ng/mL,
100ng/mL, 200 ng/mL) kontrol ornekleri hazirlandi. Her bir 6rnek igin 3 ayri
enjeksiyon yapildi. Olgiimler sonrasi ortalama degerler hesaplandi ve hedef deger ile
kiyaslandi. Bulunan bu degerin, hedef degerin £%20’sini ge¢ip gegmedigi kontrol
edildi (Tablo 4.5, Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Kolestan-3p,5a,6B-triol dogruluk degerlendirmesi

C-Triol 1.Enjeksiyon 2.Enjeksiyon 3.Enjeksiyon Ortalama +%20
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0 1.01 0.98 1.18 1.03 Gegerli
100 94.22 89.45 119.50 101.05 Gegerli
200 209.68 182.58 180.67 190.98 Gegerli
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Tablo 4.6. 7-Ketokolesterol igin dogruluk degerlendirmesi

0 1.01 1.03 1.05 1.04 Gegerli

100 86.65 99.88 100.02 95.52 Gegerli

4.1.3.Tekrarlanabilirlik

Kolestan-3p,5a,6B-triol ve 7-ketokolesterol igin tekrarlanabilirlik ¢alismasinda K2
EDTA insan plazma matriksinde hazirlanmis 100 ng/mL konsantrasyonda ornekler
kullanildi. Her iki parametre i¢in tekrarlanabilirlik verileri asagidaki tabloda

Ozetlenmektedir (Tablo 4.7 ve Tablo 4.8).

Tablodaki standart sapma ve %CV degeri su formiil ile hesaplanmistir;

_———
| X—Xx)
sp = 2D
Von-
%CV= —22 w10
X

SD: Tekrarlanabilirligin standart sapmasi
x: Ol¢iilen deger
x: Olgiilen degerlerin ortalamasi

n: Olciim sayisi
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Tablo 4.7. Kolestan-3p,50,6B-triol

tekrarlanabilirlik sonuglari

Retansiyon

zamani (dKk)

retansiyon zamanlari

Konsantrasyon
(ng/mL)

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 0.01 13.58
sapma
%CV 0.61 13.78

konsantrasyonlara

ait

Tablo 4.8. 7-Ketokolesterol i¢in retansiyon zamanlari ve konsantrasyonlara ait tekrarlanabilirlik

sonuglari

Retansiyon

zamani (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 Olciim Limitlerinin Belirlenmesi

Saptama Limiti (Limit of Detection-LOD)

Calismamizda LOD degeri, kor oOrneklerin standart sapmalar1 iizerinden
hesaplanmistir. Kor 6rnekler C-triol ve 7-KC analitleri igin 6 enjeksiyon verilerek

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
Veriler tablo da gosterilmektedir (Tablo 4.9).

Xrop = Xkor +3 X Sp

Sp= Kor 6rneklerin sonuglarinin standart sapmalar1
Xxor= Kor orneklerin ortalamasi

Standart sapma formiili;

— —7
D - IIZ(.':;— )"

1'\' n-—1

: Olciilen deger

=1

: Olgiilen degerlerin ortalamasi

=

N

: Ol¢iim sayisi

Olciim Limiti (Limit of Quantitation-LOQ)
Olgiim araligmin alt sinir;, LOQ olarak tespit edilmektedir. Kabul edilebilir ve
gerceklikle oOlciilen en diislik analit konsantrasyonu olan LOQ genellikle LOD

degerinin 3 kat1 olarak da hesaplanabilmektedir.

Biz ¢alismamizda 6lgiim limitini (LOQ), kor 6rnekleri tizerinden X o= Xiop % 3

formiilii kullanilarak hesapladik. Veriler tabloda gosterilmektedir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. C-triol ve 7-KC igin hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

C-Triol (ng/mL) 7-KC (ng/mL)
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 Kazanim
C-Triol ve 7-KC i¢in 100 ng/mL’lik standartlar hazirlandi, elde edilen 6lgiim
sonuglarinda asagida gosterilen formiile gore geri kazanim yiizdesi hesaplandi.

% Geri kazanim= Bulunan konsantrasyon/ Referans konsantrasyon*100

C-Triol igin Geri kazanim=94.22/100 = 0.94*100= 94

7-KC i¢in Geri kazanim=99.88/100 = 0.99*100= 99

4.2. Tiirevlendirme Soliisyonu-2 ile Yapilan Analizler

Tiirevlendirme soliisyonunun konsantrasyon ve hacmi degistirilerek yapilan
¢alismalardan elde edilen sonuglar tablolarda verilmistir (Tablo 4.10 ve Tablo 4.11).
Elde edilen analiz sonuglar1 Tiirevlendirme soliisyonu-1 ile benzer bulunmustur.
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Tablo 4.10. Tirevlendirme soliisyonu-2 ile C-Triol 6l¢iimii

C-Triol  1l.Enjeksiyon 2.Enjeksiyon 3.Enjeksiyon 4.Enjeksiyon Ortalama

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (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. Tirevlendirme soliisyonu-2 ile 7-KC 6l¢iimii

7-KC 1.Enjeksiyon  2.Enjeksiyon  3.Enjeksiyon 4.Enjeksiyon Ortalama

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

100 86.65 99.88 100.02 94.55 95.27

200 208.56 202.64 201.4 0 204.4

4.3. Saghkh Kontrollerde Plazma Kolestan-3p,50,6B-Triol Diizeyleri

Saglikli  kontrollerde plazma kolestan-3f,5a,6B-triol diizeyleri; minimum 15.7
ng/mL, maksimum 38.61 ng/mL araligindaydi. Kadinlarda bu araliklar 15.7- 38.61
ng/mL olarak bulunurken, erkeklerde 18.63-33.3 ng/mL olarak bulundu. Plazma C-
Triol diizeyleri acisindan kadin ve erkekler arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik goézlenmememistir (p>0.05). Sonuglar ortalama+SD olarak ifade edilmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Saglikli kontrollerde plazma kolestan-3p,5a0,6B-triol diizeylerinin cinsiyete gore dagilimi

4.4. Saghkh Kontrollerde 7-Ketokolesterol Diizeyleri

7-ketokolesterol icin kalibrasyon ve kalite kontrol orneklerinde gecerli sonuglar
alinmasina ragmen saglikli kontrollere ait plazma Orneklerinde yapilan dl¢timlerde
tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde edilemedi. Plazma orneklerinde 7-KC ile

ilgili stabilite sorunu oldugu diistintildii.
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5. TARTISMA

Lizozomal depo hastaliklar1 (LDH); sfingolipid, glikozaminoglikan, glikoprotein ve
glikojen gibi bir¢ok substratin parcalanma ve uzaklastirilma mekanizmasinda hasar
olusmasiyla meydana gelen kalitsal gecisli hastaliklardir. Bu substratlar, bir
kompleks halinde lizozom igerisinde depolanmaktadir. Hiicrelerde biriken bu
bilesikler c¢esitli fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir. Biriken bu bilesiklerin
kimyasal oOzelliklerine gore 60°tan fazla lizozomal depo hastalifi bilinmektedir.
Eritrosit hari¢ biitlin hiicrelerde lizozom bulundugundan, bu hastaliklar tiim organlari
etkileyen, ilerleyici bozukluklardir ve yasla birlikte patolojik semptomlar
artmaktadir. Hastalik lizozomlarda eksik olan enzime ait substratin sindirilememesi
ve hiicre iginde asir1 birikimiyle ortaya ¢ikar. Bu hastaliklarin teshisi, hastalarin
16kositlerinde veya fibroblast kiiltiirlerinde enzim aktivitesinin tespitine dayanir.
Lizozomal depo hastaliklarinin diger bir 6zelligi klinik ve genetik heterojenite

gostermeleridir.

Niemann Pick tip-C hastaligi (NP-C), nadir goriilen (1:89000) otozomal resesif,
norovisseral lipid depolanmasi ile karakterize bir lizozomal depo hastaligidir. Bu
hastaliga, NPC1 ve NPC2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar sebep olmaktadir
(Pentchev ve ark., 1985). Bu genlerdeki mutasyonlar; hiicre igindeki lizozomlardaki
kolesterol transportunun bozulmasina, MSS ve i¢ organlarda glikospingolipidlerin ve
kolesteroliin birikmesine neden olur. NP-C’nin tipinin, siddetinin ve ortaya ¢ikis
yasimin agir1 degiskenliginden dolay: klinik tanisim1 koymak oldukc¢a gii¢ olmaktadir
(Vanier ve ark., 2010). Baz1 vakalarda, belirsiz semptomlarin tespit edilmesindeki
yavagliktan ve uzmana yonlendirildikten sonra ¢ok uzun siire ve is gerektiren tani
testlerinin uygulanmasindan dolay1 kesin taniya ulasmak uzun yillar siirebilmektedir
(Patterson ve ark., 2012). Onceki yillarda, NP-C i¢in hizl1 ve spesifik biyokimyasal
testlerin yoklugu, hastaliga sahip bireylerin tespit edilmesinde bir engel olarak
gorilmistiir. NP-C i¢in Filipin boyama, altin standart olarak tani testi olarak
goriilmektedir. Ancak Diinya ¢apinda sadece bazi 6zellesmis laboratuvarda yapilan,
siirlt duyarliliga sahip, ¢ok zaman gerektiren bir metottur. NPC1 ve NPC2 gen
mutasyon analizi, Filipin boyamasindan sonra dogrulama testi olarak siklikla
yapilmaktadir ancak oda bazi vakalarda kesin sonug¢ vermeyebilmektedir (McKay ve

ark., 2014). Ozellikle ¢ocuklarda ve eriskinlerde nérolojik bulgularin ilerlemesini
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azalttigi veya durdurdugu gosterilmis, onaylanmig ve hastalifa spesifik bir
farmakolojik tedavi (misglustat) varken, NP-C’nin daha hizli tanisina olanak kilan

laboratuvar tan1 metotlarina ihtiyag¢ vardir.

Bu nedenle, non-enzimatik olarak olusan kolesterol oksidasyon iiriinlerinin
belirlenmesi, NP-C’nin daha hizli tanisina olanak verebilecek timit verici, duyarli bir
yontem olarak onerilmektedir. Bu oksisterollerden 6zellikle C-triol ve 7-KC, yakin
zamanda NP-C hastaliginin tanisal biyobelirtegleri olarak gosterilmektedir (Poter ve
ark., 2010). Yapilan ¢alismalarda, NP-C hastalarin plazma 6rneklerinde C-Triol ve 7-
KC’nin anlamli artiglar gosterdigi gozlenmistir (Polo ve ark., 2016; Jiang ve ark.,
2011). Literatiirde oksisterol dlgiimleri i¢in genellikle uzun zaman alan ve zahmetli
olarak nitelendirilen bir¢ok farkli yontem bulunmaktadir. Calismamizin amaci, insan
plazmasindaki oksisterollerin tespiti i¢in, literatiir bilgileri 1s18inda, klinik
laboratuvar ortaminda kolay uygulanabilen, duyarli, yiiksek verimli bir yontemi
gelistirmektir. Gelistirilen yontem; birgok norolojik hastaligin arastirilmasinda
yararli olmasinin yani sira, 6zellikle ¢ok zor tan1 koyulan bir lizozomal depo hastalig

olan NP-C’nin erken tanisinda da kullanilacaktir.

Kiitle spektrometrik yontemlerle yapilan C-triol ve 7-KC analizi; NP-C tanisinda ¢ok
daha yiiksek duyarlilik ve 6zgillilk sunmaktadir. Ancak bu yontemlerde, ¢ok hizli
bozulan oksisterollerin iyonizasyon etkinligini artirmak i¢in kimyasal tiirevlendirme
gerekmektedir ve giiniimiize kadar birgok farkli tiirevlendirme ajani denenmistir
(Griffiths ve ark., 2013). Bu yontemlerden biri olan pikolinil ester ile tiirevlendirme,
oksisterolleri saptamak icin gelistirilen bir yontemdir (Honda ve ark., 2009; Ikegami
ve ark., 2009). Honda ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada, oksisterollerin pikolinil
estere donlismesi i¢in uyguladiklari prosediiriin 80°C de 1 saat inkiibasyon igerdigi
icin kolesterol otooksidasyonuna sebep olabilecegi ve yanlis pozitif sonuglar
olusturabilecegini bildirmislerdir (Honda ve ark., 2009). Griffiths ve ark., ise, LC-
MS/MS yontemi ile oksisterollerin Girard hidrazon tiirevlerinin analizini yapmiglar
fakat nicel veriler saglayamamislardir (Griffiths ve ark., 2006). N,N-dimetilglisin
(DMG) esterleri ile tlirevlendirmeyi iceren diger kiitle spektrometrik yontemlerde
ESI ve APCI iyonizasyon kaynaklar1 denenmis, her ikisinin de duyarh ve giivenilir
oldugu kabul edilmistir (Jiang ve ark., 2007; Polo ve ark., 2016; Klinke ve ark.,
2015; Jiang ve ark., 2011). Bu tiirevlendirme ajanlarindan bagka, trimetilglisin
(TMG) ve mono-(dimetilaminoetil)-suksinil (MDMAES) esterleri gibi farkli
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tirevlendirmelerle yapilan 6l¢iimler DMG ile karsilastirildiginda; C-triol i¢in ESI
iyonizasyon ile duyarli bulunmus fakat konsantrasyon artiglarini yansitmada DMG
kadar basarili olamamistir (Johnson ve ark., 2001). Biz bu ¢alismada; DMG, DMAP
ve EDC tiirevlendirme ajanlar1 ve ESI iyonizasyon kullanilarak C-triol’iin kiitle
spektrometrik  yontemle basartyla Olgiilebildigini  gozlemledik. Fakat ayni
tirevlendirme ajanlar1 ile yapilan olgiimler, 7-KC i¢in duyarli ve tekrarlanabilir

bulunamada.

Oksisterol analizinde bir diger 6nemli basamak ise drneklerin ekstraksiyon iglemidir.
Omek ekstraksiyonu yapilirken ¢ok &zenli ve dikkatli galisilmasi gereklidir. Boenzi
ve ark., yaptiklar1 ¢alismada, tiirevlendirme igin ayrilan zamani kisaltmak ig¢in
sicakligr 65°C’ye arttirmig, siireyi ise 15 dakikaya indirmislerdir. Biz bu yontemi
denedigimizde C-Triol ve 7-KC’lin bu sicaklikta yalanci yiiksek sonuglar verdigini
gdzlemledik. Ozellikle 7-KC’nin molekiiler yapisindan kaynaklanan hizli oksidasyon
nedeniyle dl¢limiiniin zorlugu literatiirde de bildirilmektedir. Calismamizda yiiksek
sicakligin oksisteroller iizerindeki etkilerini azaltmak i¢in tiirevlendirme islemi,
Polo’nun ¢alismasinda belirtildigi gibi 45°C’de, 1 saat siireyle yapilmistir (Polo ve
ark., 2016). Polo ve arkadaslar1 oksisterollerin ekstraksiyonu i¢in hekzan ile iki
basamakli likit-likit ekstraksiyonu tercih etmislerdir (Polo ve ark., 2016). Biz
calismamizda hekzan ile iki basamakli likit-likit ekstraksiyonunu kullandigimizda,
analiz sonuglarinda tekrarlanabilirlik agisindan problem olustugunu gézlemledik.
Bunun nedeni enjeksiyon oncesinde temiz bir 6rnek saglamak amaciyla yapilan likit-
likit ekstraksiyon basamaginin manipiilasyon tekniginden ¢ok etkilenmesi ve ¢esitli
dis interferanslara duyarli olmasidir. Bu nedenle sonraki denemelerimizde likit-likit
ekstraksiyon basamagini  kaldirdik. Bu degisiklik ile C-triol analizinde
tekrarlanabilirlik ve dogruluk ile ilgili ideal sonuglan elde ettik. 7-KC analizinde
kalibrasyon ve kalite kontrol sonuglari; tekrarlanabilirlik, dogruluk, geri kazanim, vb.
acilardan kabul edilebilir olmasmma ragmen saglikli kontrollere ait plazma
orneklerinde ayni sonuglara ulasilamadi. Literatiirde de likit-likit ekstraksiyon
asamasinin daha basite indirilmesine ragmen basarili sonuglar elde edilen cesitli
calismalar bulunmaktadir (Helmschrodt ve ark., 2014). Ayrica oksisterol
Olctimlerinde tiirevlendirici ajan tipinin yani sira konsantrasyonunun farkliligi ile
ilgili caligsmalar da bulunmaktadir. Klinke ve arkadaslar1 DMG tiirev sollisyonunun

hacmini bes kat arttirdiklarinda sonug¢ kalitesinde ve geri kazanim degerlerinde

53



belirgin diizelme go6zlemislerdir (Klinke ve ark., 2015). Bizim g¢alisgmamizda,
literatiirde yer aldigi sekilde DMG ile tiirevlendirme, tiirevlendirici ajan
konsantrasyonunun  artirilmasi,  likit-likit — ekstraksiyonunun yapilmasi veya
kaldirilmasi gibi basamaklarin hepsi, her iki parametre i¢in denenmistir. Her iki
parametre i¢in elde ettigimiz sonuglarin biiyiikk bir kismi, literatiirde bildirilen
verilerle uyum gostermektedir. Oregin; Klinke ve arkadaslar1 C-Triol ve 7-KC i¢in
giin ici kesinlik degerlerini sirastyla % 4.8 ve % 4.1, geri kazanimi sirasiyla % 93 ve
% 107 olarak bildirmislerdir. Bizim giin i¢i kesinlik degerlerimiz Klinke’nin
belirttigi degerlerden daha yiiksek (C-Triol: % 13.78, 7-KC: % 8.9) olmasina ragmen
kiitle spektrometrik g¢aligmalarda kabul edilen % 20’lik RSD (Rolatif Standart
Deviation) degerinin altinda bulunmustur. Aradaki farkliliklarin ekipman kaynakli
oldugu diisiiniilmiistiir. Jiang ve arkadaslar1 yaptiklar1 analitik yontem caligmasi
sonucunda saglikli kontrollerde C-Triol diizeylerini 7.42-21.2 ng/mL araliginda
belirlerken, biz de ¢alismamizda saglikli kontrollerde C-Triol diizeylerini 15.7-38.61

ng/mL araliginda dlgerek literatiir ile uyumlu sonugclar elde ettik.

7-KC analizinde kalibrasyon ve kalite kontrol sonuglari; tekrarlanabilirlik, dogruluk,
geri kazanim, vb. agilardan kabul edilebilir olmasina ragmen saglikli kontrollere ait
plazma Orneklerinde ayni sonuglara ulasilamadi. Bu sonuglar 7-KC’nin, NP-C
hastalig1 i¢in bir biyobelirte¢ olamayacagini ancak Ornek stabilitesini ve matriks
etkisini tespit etmede yardimci olabilecegini bize gosterdi. Literatiirde de yapilan
caligmalarda NP-C tanisinda C-Triol’lin giivenilir bir biyobelirte¢ oldugu, 7-KC’nin
ise ancak orneklerin saklama kosullarint degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi ifade
edilmektedir. Ozellikle 6rneklerin -80°C yerine -20°C’de saklanmasiyla, ilk 30 giin
icinde bile 7-KC artis1 gézlenmektedir (Polo ve ark., 2016).

Oksisterol analizi i¢in 6zel kan tiipline ihtiyag yoktur. Rutin biyokimya
laboratuvarinda kullanilan ¢esitli tiipler analiz igin yeterlidir. Ayn1 zamanda az
miktarda 6rnek hacmi (50 pL) gerektirmesi oksisterol analizlerini kolaylastiran diger
bir unsurdur. EDTA’l1 plazma tercih edilmesine ragmen, serum, lityum heparinli
plazma, sitratli plazma gibi 6rneklerde de analiz yapilabilir. Litaratiirde serum 7-KC
konsantrasyonlarinin plazmaya gore daha yiliksek oldugu, bunun nedenin de oda
1sisinda 20-30 dakikalik pihtilasma stiresinin 7-KC konsantrasyonlarini arttirmasi

oldugu bildirilmektedir (Helmschrodt ve ark., 2014).
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NP-C hastaliinin prevalansi 1:89000 iken, sarilig1 olan yenidoganlarda, psikiyatrik
hastaligt olan ve norolojik semptomlar gosteren yetiskinlerde daha sik
gozlenmektedir. Bu nedenle, oksisterol analizinin NP-C hastaligi a¢isindan riskli
popiilasyonlarda daha yaygin kullanim saglanmasi ve faydali olmas1 beklenmektedir
(Yerushalmi ve ark., 2002; Bauer ve ark., 2008). NP-C hastaliginin klinik bulgulari,
diger bircok lizozomal depo hastaliklarina benzer oldugundan plazma
oksisterollerinin  6l¢iimii  klinisyenlere, O6zellikle hepatosplenomegali  goriilen
hastalarda NP-C siiphesini dislamak igin yararli olacaktir (Porter ve ark., 2010).
Yenidogan tarama testlerine oksisterollerin integrasyonu ile NP-C hastaliginin
Ozellikle semptom vermeyen hastalarda erken tani almast miimkiin olacaktir
(Yanjanin ve ark., 2010). Tarama testleri sayesinde, tanisi giic oldugu icin
belirlenemeyen ve insidans: diisiik olarak bildirilen NP-C hastaliginin da gercek
insidans1 ortaya konulabilecektir. Plazma oksisterol konsantrasyonlari, sadece NP-C
hastalarinda degil heterozigot bireylerde de artmaktadir. Porter ve ark.’nin yaptigi
calismada, heterozigot bireylerde oksisterol diizeylerinin saglikli kontrollere gore
yaklasik 1.3-1.6 kat artis gosterdigi bildirilmektedir (Porter ve ark., 2010). Viicuttaki
oksidatif stres artigi, kolesterol oksidasyonunu dolayisiyla C-triol ve 7-KC gibi
oksisterolleri artirdigindan, oksidatif stresle iligkili ateroskleroz ve nérodejeneratif

hastaliklarda da oksisterol dl¢iimleri riskli bireyleri tanimlamada faydali olabilir.

Bu calismanin primer amaci NP-C hastaliginin tanisinda ve tedavi etkinliginin
izlenmesinde Onemli biyobelirtegler olarak o6ne siiriilen C-Triol ve 7-KC
oksisterollerinin, LC-MS/MS ile ol¢iimini kendi laboratuvarimiz kosullarinda
yapabilmek, yoOntemimizin analitik validasyonunu degerlendirmek ve saglikli
kontrollere ait plazma konsantrasyonlarini belirlemektir. Calisma siiresinde NP-C
hastaligt siiphesi olan hastalara ulagilamadigi i¢in yOntemimizin tanisal
performansin1 gozlemek miimkiin olamamistir. Bu calisma sayesinde, duyarli ve
spesifik bir yontemin laboratuvarimizda denenmis ve kullanima hazir olmasi,
herhangi bir NP-C hastalig1 siiphesi durumunda, fibroblast Filipin boyasi gibi invaziv
ve zaman alict bir tetkikle karsilastirildiginda tibbi tani agisindan c¢ok faydali

olacaktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Plazma oksisterollerinden C-triol ve 7-KC’nin kiitle spektrometrik yontemle
Ol¢timiiniin analitik validasyonu yapildi. Analitik validasyon parametrelerinden;
dogrusallik, dogruluk analizi, tekrarlanabilirlik, saptama limiti (LOD), ol¢iim

limiti (LOQ) ve geri kazanim degerlendirilmesi yapildi.

C-triol ve 7-KC igin olusturulan lineer regresyon egrisinde; C-triol r2:0.999, 7-
KC igin 12:0.994 olarak bulundu.

. Dogruluk analizinde en az iki diizeyde hazirlanmis olan kalite kontrol

orneklerinde C-triol ve 7- KC konsantrasyonlar1 +% 20’lik aralikta bulundu.

. Verilerimize gore LOD degeri, C-triol igin 1.22 ng/mL, 7-KC i¢in 12.99 ng/mL
olarak hesaplanirken, LOQ degeri, C-triol i¢in 3.66 ng/mL, 7-KC i¢in 38.97
ng/mL olarak hesaplanda.

25 kisiden olusan kontrol grubunda C-triol analizi gilivenilir bir sekilde
gerceklestirilerek plazmadaki konsantrasyonlari hesaplandi. (min: 15.7, max:

38.61; ortalama+SD: 25.61+9.2 ng/mL)

Kontrol grubunda plazma 7-ketokolesterol konsantrasyonlarina ait standart
sapmalar cok yiiksek bulundugu icin plazma matriksinin Olglim iizerinde

interferans yaptig1 veya plazmada 7-KC stabilitesinin bozuldugu diisiiniildii.

C-triol ve 7-KC analizi iki farkl tiirevlendirme yontemi denenerek karsilastirildi.
Tirevlendirme ajaninin konsantrasyonunun artirilmasinin analiz kalitesini ¢ok

degistirmedigi gézlendi.
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Calisma sonuglarimiza gore onerilerimiz;

Omek ekstraksiyonunda, tiirevlendirme basamag oksisterol analizi icin oldukca
onemlidir. Tiirevlendirme soliisyonu eklendikten sonra inkiibe edilen 6rneklerde sari
rengin olugmasit basarili  bir tiirevlendirmenin  oldugunu  gostermektedir.
Calismamizda tiirevlendirme ajaninin konsantrasyonunun artirilmasiyla benzer
veriler elde edilmistir. Duyarli bir ¢alisma ve 6n hazirlik gerektiren plazma oksisterol
analizinde Onerebilecegimiz bilgiler literatiirde belirtildigi gibi yeni bir yontem

oldugundan sinirlidir.
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