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OZET

Bozkurt Obuz, U. Kolestaz Hastalarinda Safra Asitlerinin LC-MS/MS ile
Arastirilmasi ve Olas1 Biyobelirteclerin Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programm Doktora Tezi, Ankara, 2020.
Kalitsal safra asidi sentez bozukluklar1 (IEBAS) safra asitlerinin sentez yollarinda
gorev alan enzimlerde yapisal veya islevsel bozukluklar sonucu alisilmadik ara
metabolitlerin birikmesine neden olan otozomal ressesif gecisli hastaliklar grubudur.
Tedavi edilmediginde norolojik semptomlarla ilerleyen ve oOliimciil karaciger
hastalig1 ile sonuclanan bu durumda erken tani olduk¢a O6nemlidir. Bu g¢alismada
nadir goriilen, tanis1 gii¢ olan ancak tedavi edilebilir bu hastaliklarin erken tanisinda
kullanilabilecek yontem ve bunlara yonelik olasi biyobelirteclerin belirlenebilmesi
amaglandi. Kuru kagida emdirilmis idrar 6rneklerinde LC-MS/MS yontemi ile altmis
sekiz safra asidi ara metabolitleri hedefli metabolomik analiz ile degerlendirildi.
Plazma Orneklerinde Sa-kolestanol ve 7-dehidrokolesterol ara metaboliti ve
kolesterol 6lglimu GC-MS yontemiyle degerlendirildi. Hastalar ile saglikli bireylerin
total safra asit degerleri arasinda (p=0,001), klasik safra asit degerleri arasinda
(p=0,001), hidroksile safra asit degerleri arasinda (p=0,001), 3p-hidroksi-A5-safra
asit degerleri arasinda (p=0,002) ve 3-okzo-A*-safra asit degerleri arasinda (p=0,001)
anlamli bir fark oldugu bulundu. Bir hastada 3p-hidroksi-A5-steroid dehidrogenaz
eksikligi, bir hastada oksisterol-7a-hidroksilaz eksikligi, 3 hasta serebrotendindz
ksantomatozis tanilari ile uyumlu idrarla atilan safra asidi ara metabolitleri tespit
edildi. Kolesterol ve kolestanol degerleri arasinda (p=0,570 ve p=0,099) anlaml1 bir
fark olmadig1 bulundu. 7-dehidrokolesterol degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu
bulundu (p=0,008). Bu bulgular safra asit sentez yolaklarinda gorev alan enzim
eksikliklerinin bir sonucu olarak agiga ¢ikan ara metabolitlerin idrarda ve plazmada
tespit edilebilmesinde ve bu bozukluklari 6ngérmede hedefli kiitle spektrometri

yonteminin etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolestaz, safra asitleri, safra asit sentez bozuklugu, LC-
MS/MS, GC-MS.

Bu tez, HUBAP (Proje N0:16921) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Bozkurt Obuz, U. Investigation of Bile Acids by LC-MS/MS in Cholestasis
Patients and Determination of Possible Biomarkers, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Ph. D. Thesis in Biochemistry, Ankara,
2020. Inborn errors of bile acid synthesis (IEBAS) are autosomal recessively
inherited disorders that are resulted from the deficiencies in the structure or function
of the enzymes involved in the synthesis of bile acids, causing the accumulation of
unusual intermediate metabolites of bile acid synthesis. If untreated, progressive
neurological symptoms and fatal liver disease is prominent, thus early diagnosis is
important. In this study, it was aimed to determine the method that can be used in the
early diagnosis of these rare, difficult to diagnose but treatable diseases and possible
biomarkers for them. Sixty-eight bile acid intermediate metabolites were evaluated
by targeted metabolomic analysis in urine samples impregnated on dry paper by LC-
MS/MS method. In plasma samples, Sa-cholestanol and 7-dehydrocholesterol
intermediate metabolite and cholesterol measurement were evaluated by GC-MS
method. A significant difference was observed between total bile acid values

(p=0.001), classical bile acid values (p=0.001), hydroxylated bile acid values

(p=0.001), 3B-hydroxy-A5-bile acid values (p=0.002) and 3-oxo0-A*-bile acid values
(p=0.001) of patients and healthy individuals. Urinary bile acid bile metabolites
compatible with 3p-hydroxy-A5-steroid dehydrogenase deficiency in one patient,
oxisterol-7a-hydroxylase deficiency in one patient, and cerebrotendinous
xanthomatosis in 3 patients were detected. There was no significant difference
between cholesterol and cholestanol values (p=0.570 and p=0.099). A significant
difference was found between 7-dehydrocholesterol values (p=0.008). Our findings
show that the targeted mass spectrometry technology is effective in detecting the
intermediate bile acid metabolites in urine and plasma and predicting enzyme

deficiencies involved in bile acid synthesis pathways.

Key words: Cholestasis, bile acids, bile acid synthesis disorder, LC-MS/MS, GC-
MS.

This thesis was supported by HUBAP (Project Number:16921).
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1. GIRIS VE AMAC

Otozomal resesif gecisli nadir kalitsal hastaliklar, ilkemizde akraba evlilikleri
oraninin  yiiksek olmasi nedeniyle sik goriilmektedir. Safra asitlerinin
metabolizmasinda gorev alan enzimlerde goriilen kalitsal bozukluklar safra
asitlerinin biyosentezinde anormalliklere neden olur. Simdiye kadar 9 farkli safra
asidi bozuklugu tanimlanmistir. Nadir goriilen, tanis1 gii¢ olan ancak tedavi edilebilir
bu hastaliklarin erken tanisinda kullanilabilecek yontem ve bunlara yonelik olasi

biyobelirteclerin belirlenebilmesi amaglanmustir.

Bu ¢aligmada etiyolojisi bilinmeyen kronik karaciger hastaligi ve kolestaz
tanil1 hastalarda kuru kagida emdirilmis idrar Orneklerinde yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip LC-MS/MS yontemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri,
3B-hidroksi A5- safra asitleri ve 3-0kzo-A4- safra asitleri grubuna ait safra asitlerinin
analizi yapilmistir. Sa-kolestanol, 7-dehidrokolesterol ve kolesterol dlgimi GC-MS
yontemiyle yapilmistir. Caligma sonucunda, nedeni agiklanamayan kronik karaciger
hastaligi ve kolestazli hastalarda safra asidi sentez yollarinda (klasik/notral yol,
alternatif/asidik yol, Yamasaki yolu ve 25-hidroksilasyon yolu) safra asidi ara
metabolitlerinin degerlendirilmesi ve bu sentez yolaklarindaki enzim bozukluklarinin

belirlenmesi amaglanmistir.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na bagvuran nedeni agiklanamayan kolestazli hastalarda safra asitlerinin sentez
yollar1 ve bu sentez yollarinda klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3f3-
hidroksi-AS- safra asitleri ve 3-0kzo-A4- safra asitleri grubuna ait 68 farkli safra asidi

metabolitlerinin atilim profilleri hedefli metabolomik analiz ile incelenmistir.

Safra asitlerinin sentez yollarinda agiga ¢ikan bu ara metabolitlerin yuksek
duyarh ve 6zgiil LC-MS/MS yontemi ile kapsamli analizi diinyada sadece Japonya
Tokyo’da gerceklestirilmektedir. Bu ¢alisma ile Japonya yontemi referans alinarak
68 safra asidi metabolitinin hedefli metabolomik analiz ile laboratuvarimiza
kurulumu gergeklestirilerek, laboratuvarimizin diinyada ikinci merkez olmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Safra igeriginde ~% 95 oraninda su ve safra asitleri, fosfolipitler, kolesterol,
proteinler ve peptitler, amino asitler, steroidler, enzimler, elektrolitler gibi endojen
bilesiklerin karigimi bulunmaktadir (1,2). Safranin en 6nemli bilesenleri olan safra
asitleri ince bagirsakta emilim, emulsifikasyon ve lipitlerin sindiriminden sorumlu,

zayif metabolize olan kararli molekiillerdir (3).

Safra kesesinde icerisinde bulunan safra asitleri fosfolipitler ve kolesterol ile
karigik miseller olusturur. Misel olusumu kolesteroliin ¢ozlniirliigiinii artirmak ve
safra asidi toksisitesini azaltmak ic¢in olduk¢a Onemlidir. Sindirim ve emilim
gorevlerine ek olarak safra asitleri, hicre ici ligandla aktive olan nukleer reseptorleri
ve hiicre yuzeyi G proteinine bagli reseptorleri aktive eden, lipit ve glukoz
metabolizmasini, ila¢ metabolizmasindan immiiniteye kadar ¢esitli hiicresel islemleri

diizenleyen sinyal molekiilleri olarak gorev alirlar (4).
2.1. Safra Asitlerinin Kimyasal Yapisi

Kolesterolden tureyen safra asitleri hidrofilik ve hidrofobik yiize sahip
amfipatik 6zellik gosteren molekdllerdir. Hidroksil gruplarmin molekiiliin sadece bir
yiiziinde bulunmas: hidrofilik karakterin olusmasina neden olur. Molekiiliin diger

yiizii hidroksil gruplar1 icermediginden hidrofobik 6zellik gosterir (5,6).

Memelilerde bulunan tim safra asitleri C24-58 (kolanoik asit) yapisal
karakterindedir. Steroid ¢ekirdeginde ii¢ adet 6 C’lu halka ve bir adet 5 C’lu halkanin
birlesmesiye olusan dort karbon halkasi vardir (6). 24 C’lu steroid gekirdege ek
olarak yan zincirinde bir karboksil grubu tasir (7). Sekil 2.1.’de kolestan (5p-

kolanoik asit) iskelet yapist ve karbon atomlarinin numaralandirilmasi gosterilmistir.



Sekil 2.1. Kolestan (5p-kolanoik asit) iskelet yapisi ve karbon atomlarmin
numaralandirilmasi (8).

Hepatositlerde de novo sentezlenen safra asitleri pirimer safra asitleri olarak
adlandirilir. insanlarda sentezlenen primer safra asitleri iki tanedir. C-3,C-7 ve C-
12’de (¢ hidroksil grubu bulunduran bir trihidroksi-safra asidi olan kolik asit (CA)
ve C-3 ve C-7'de iki hidroksil grubu bulunduran bir dihidroksi-safra asidi olan
kenodeoksikolik asit (CDCA). Sentez sonrasi serbest asit formunda yani dekonjuge
formda olan CA ve CDCA bagirsakta bakteriyel enzimler araciligiyla glisin veya
taurin ile konjugasyona ugrar. Konjugasyon ile C-7’de bulunan hidroksil grubu
cikarilir ve 7-deoksi safra asitleri olusur. Konjugasyon sonunda kolik asitten (CA)
deoksikolik kolik asit (DCA); kenodeoksikolik asitten (CDCA) litokolik asit (LCA)
meydana gelir. Bagirsakta bakteriyel enzim katalizi ile primer safra asitlerinden
sentezlenen DCA ve LCA sekonder safra asitleri olarak adlandirilir (5,9,10). Sekil
2.2.'de safra asitlerinin hidroksil grubunun sayis1 ve konumu, konjuge ve konjuge

olmayan formlar1 gosterilmektedir.



Rs

Grup Rs
Unkonjuge COOH
Glisin ile konjuge NHCH,COOH
& Taurin ile konjuge NH(CH,),SO,H
R1‘
R,
R4 R R R4
Monohidroksi safra asidi ______ LCA ____OH i, - H | H
CDCA OH H o-OH H
DCA OH H H OH
R - HDCA OH  ¢-OH - H
Dihidroksi safra asid
MIAToKs! ! UDCA OH H B-OH H
OO N 7-oxo-DCA ___OH Ho 0 . OH ___
CA OH H u-OH OH
Trihidroksi safra asidi aMCA OH p-OH a-OH H
BMCA OH [3-OH p-OH H
oMCA OH o-OH B-OH H

Sekil 2.2. Safra asitlerinin hidroksil grubunun sayis1 ve konumu; konjuge ve konjuge
olmayan formlar1 (11).

Hiicre i¢i veya hiicre dis1 kompartmanlarda safra asitlerinin konsantrasyonlari
yiikseldiginde sitotoksik etki gdsterir. Hidroksil gruplarinin sayisi sitotoksik etkinin
siddetini beliler. CA yapisinda bulunan U¢ hidroksil grubu bu safra asidini en
hidrofilik ve en az sitotoksik yapar. DCA ve CDCA yapisinda iki hidroksil grubuna
bulundurduklarindan CA ile kiyaslandiginda daha zararlidir. LCA ise sadece bir
hidroksil grubu bulundurdugundan en sitotoksik safra asididir (12,13).

2.2. Safra Asitlerinin Enterohepatik Dolasimi

Safra asitlerinin karaciger ve bagirsak arasinda tasinmasi enterohepatik
dolasim olarak tanimlanmaktadir (14,15). Enterohepatik dolasim ilk olarak 1681'de
Borelli tarafindan agiklanmigtir (16).

Enterohepatik dolasim havuzdaki safra asitlerinin yaklasik % 95'inin geri

kazanildigi, insanlarda safra asidi homeostazin1 korumak i¢in bir geri bildirim



mekanizmas1 olarak gérev yapan oldukga etkili bir fizyolojik yoldur (17). Safra
asitlerinin enterohepatik dolasim1 Sekil 2.3.’de gOsterilmektedir.

Bobrek Sistemik

dolagima
katilma

Portal ven
dolasim1

Idrar atilimu s
(~0,5 mg/giin) ~ Safra kesesinde

depolanma

Yemek sonrasi
bagirsaga salgilama

Safra
sekresyonu
(3 g/giin x 4-12)

Pasif
emilim

fleumda
aktif
tasima

Kolonda
pasif
tasima

Diski1 yoluyla atilim (0,2-0,6 g/giin)

Sekil 2.3. Safra asitlerinin enterohepatik dolasimi (6).

Karacigerde kolesterolden sentezlenen ve dolasima salgilanan safra asit
miktart giinde yaklasik olarak 0,5 g’dir. Dolasimdaki bu miktar toplam safra asidi
havuzunun % 5’ini olusturmaktadir. Havuzda kalan safra asitlerinin % 95’i glinde 4-
12 kez karaciger ile bagirsak arasinda dolasir. Safra asitlerinin ¢ogu ileumda aktif
tasima yoluyla yeniden emilirken, Karaciger dolasimi i¢in duodenumda az miktarda
pasif difizyon gergeklesir. Sistemik dolasima dokiilen az miktarda safra asidi
bobrekte geri kazanilir. Bununla birlikte, glinde yaklasik 0,2-0,6 g safra asidi diskiyla
kaybedilir. Bu miktar kolesterolden de novo olarak sentezlenmesi gereken miktar
belirler (6,18).



2.3. Safra Asit Sentezi ve Sentez Yollar:

Kolesterolden primer safra asitlerine giden biyosentetik yolda 17 farkli enzim
gorev alir ve enzimler endoplazmik retikulum, mitokondri, sitoplazma ve peroksizom
olmak tizere farkli hiicre kisimlarinda bulunmaktadir (19). Sentez klasik veya nétral
yol, alternatif veya asidik yol, Yamasaki yolu ve 25-hidroksilasyon yolu olarak
tanimlanan dort farkli yolla gerceklesmektedir. Birgok ara maddenin birden fazla
reaksiyon icin substrat olmasi nedeniyle sentez yollarinda reaksiyonlarin sirasi tam

olarak belirlenememistir (5,20).

Son yillarda kabul edilen safra asit sentez yollar1 ve ara metabolitleri

Sekil.2.4.”de gosterilmektedir.



25-Hidroksilasyon Klasik/Notral
Yolu Yol
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\1’ Safra asit KoA-amino asit \l/

N-agiltransferaz (BAAT)

Aseton
Taurin/Glisin ile konjuge

Kolik asit

Sekil 2.4. Safra asit sentez yollari.

Taurin/Glisin ile konjuge
Kenodeoksikolik asit




2.3.1. Klasik/ Notral Yol

Klasik safra asit sentez yolunda vucuttaki toplam safra asitlerinin biyik bir
kismu tiiretilir. Ara metabolitlerin nétral yapida olmasi nedeniyle nétral yol olarak da
adlandirilan bu yolun sonunda primer yapida iki safra asidi sentezlenir. C-3, C-7 ve
C-12'de hidroksil gruplari olan bir trihidroksi-safra asidi olan 3a,7a,12a,trihidroksi-
5p-kolanoik asit (CA:kolik asit); ve C-3 ve C-7'de hidroksil gruplart olan bir
dihidroksi-safra  asidi  olan  3a,7a.dihidroksi-5p-kolanoik  asit  (CDCA:
kenodeoksikolik asit) (21,22).

Klasik veya notral safra asidi sentez yolunda Once steroid halka yapisinda
degisiklige =~ neden  olacak  reaksiyonlar  gerceklesir.  Steroid  halka
modifikasyonlarindan sonra alifatik yan zincirde oksidatif bolinme gergeklesir
(23,24).

Kolesteroliin karaciger tarafindan safra asitlerine doniisiimii, kolesteroliin
vicuttan atilmasi i¢in en temel yoldur. Bu yolun ilk reaksiyonu karacigerde lokalize
olan mikrozomal sitokrom P450 enzimi kolesterol 7a-hidroksilazin (CYP7A1)
katalizorliigiinde gergeklesir (25,26). Kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7AL) kolesterol
(3B-hidroksi-5-kolestanol) molekiiliiniin hidroksilasyonunu katalize eder ve 7a-
hidroksikolesterol olusur (5,27). Kolesterolin 7a-hidroksilaz (CYP7AL) ile
hidroksilasyonu bu yolda hiz smirlayict adimdir ve enzim aktivitesi transkripsiyon
seviyesinde siki bir sekilde diizenlenir (28-32).

Bu basamaktan sonra klasik/notral yol ile alternatif/asidik yol 3B-hidroksi-
A5-C27-steroid oksidorediiktaz (HSD3B7) enziminin katalizledigi izomerizasyon
basamaginda kesisir (33). Bu adimda 33-hidroksil grubu oksitlenerek 7a-hidroksi-4-
kolesten-3-one (C4 olarak da adlandirilir) olusur. Bu ara metabolit hem CA hem de
CDCA icin ortak onculdlr ve serum C4 seviyeleri insanlarda safra asit sentez oranini

yansitan biyobelirte¢ olarak gorev yapmaktadir (34-36).

Klasik/nétral yolun bir sonraki adiminda 7a-hidroksi-4-kolesten-3-one 12a-
pozisyonunda hidroksilasyona ugrar ve 7a,12a-dihidroksi-4-kolesten-3-one olusur.
Reaksiyon bir dallanma noktasi enzimi olan sterol 12a-hidroksilaz (CYP8B1)
araciligiyla gergeklesir (37). CDCA yapisindan farkli olarak CA yapisinda 12a-

pozisyonunda bulunan bir hidroksil grubu bu basamakta sterol 12a-hidroksilaz



(CYP8BI1) enziminin katalizorliigiinde eklenir (38). 12a-hidroksilasyon reaksiyonu
gergeklesmediginde 7o-hidroksi-4-kolesten-3-one  CDCA sentezi igin 3a,7a-
dihidroksi-5B-kolestanoik asit’e doniistiiriilerek yola devam eder (20,24,38). Ancak
kolik asit sentezi i¢in mikrozomal enzim sterol 12a-hidroksilaz (CYP8B1) enzim
basamagi gereklidir (15,39).

12a-hidroksilasyon  basamaginin  ger¢eklesmesinden bagimsiz  olarak
HSD3B7 basamagi iriinii sitozolik enzimler A4-3-okzosteroid-5prediiktaz
(AKR1D1) ve 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz (AKR1C4) katalizorliigiinde CA ve
CDCA onculleri olan 3a,7a,120-58- kolestan-triol’e doniisiir (40,41).

A4-3-oksosteroid-5p-rediktaz  (AKR1D1; aldo-keto-rediiktaz 1D1), 5p-
hidrojen konfigiirasyonunun olusumuna yol agan A4 ¢ift baginin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir. 3a-hidroksisteroid dehidrojenaz (AKR1C4; aldo-keto-redliktaz
1C4) enzimi ise 3-okso grubunun 3a-hidroksil grubuna indirgenmesinde sorumludur.

Bu reaksiyonlarin sonunda steroid halka modifikasyonlari tamamlanir (20,24,33).

Steroid halka yapisindaki degisikliklerden sonra yan zincir modifikasyonu
gerceklesir. Bunun igin ilk adim mitokondriyal sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1)
enzimi araciliiyla gergeklesir. Enzim C-27 pozisyonuna hidroksil grubunun
eklenmesinden sorumludur. Hidroksil grubunun eklenmesiyle yan zincir okside olur
ve daha sonra bir aldehit ve karboksilik aside oksitlenir (40). 3a,7a,12a-kolestan-5p-
triol ve 3a,70-120,27-kolestan-5B-tetrol’tin yan zincir oksidasyonu sonucu sirasiyla
30,7a,120-trihidroksi-5p  kolestanoik asit (THCA) ve 3a,7a-dihidroksi-5p
kolestanoik asit (DHCA) olusur (37,42,43). Son olarak yan zincirin peroksomal [3-
oksidasyonu gergeklesir ve C27-safra asidi ara maddelerinden C24-safra asitleri

kolik asit ve kenodeoksikolik asit olusur (5).

Klasik/notral yolun safra asidi sentezini kontrol ederek kolesterol
homeostazin1 korumaktan sorumlu oldugu ve alternatif/asidik yoldan daha onemli
oldugu disiintilmektedir (44). Ancak bunun her durumda gecerli olmadigi,
patofizyolojik kosullar sdz konusu oldugunda safra asidi sentezinin alternatif

yolunun daha aktif oldugu bildirilmistir (45).
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2.3.2. Alternatif/ Asidik Yol

Safra asit sentezinin alternatif/asidik yolunda asidik ara metabolitlerin
olusmasi bu yolun asidik yol olarak adlandirilmasina neden olur (4,25). Klasik/nétral
yoldan farkli olarak bu yolda kolesteroliin yan zincir oksidasyonu steroid halka

yapis1 modifikasyonlarindan 6nce gelmektedir (46,47).

Klasik safra asidi sentez yolunda reaksiyonlarin ilk adimi sadece
hepatositlerde eksprese edilen kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7A1) tarafindan
baslatilmaktadir. Asidik/alternatif yol ise bir¢ok dokuda eksprese edilmektedir (48).

Reaksiyonlarin ilk basamaginda i¢ mitokondriyal membranlarda bulunan
sterol  27-hidroksilaz  (CYP27Al1) enzimi kolesteroliin  hidroksilasyonunu
gerceklestirir ve 3B-hidroksi-5-kolestenoik asit olusur (4,25,49). Monohidroksi C-27
safra asidi daha sonra oksisterol 7a-hidroksilaz (CYP7B1) ile C-7 pozisyonunda
hidroksilasyona ugrar ve 3f3,7a-dihidroksi-5-kolestenoik asit olusur (25,50). Boylece
mitokondriyal sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) ve mikrozomal oksisterol 7a-
hidroksilaz (CYP7B1) enzimleri araciliiyla yan zincirin oksidasyonu gergeklesir
(51). Daha sonra, 3pB-hidroksi-A5-C27-steroid dehidrogenaz (HSD3B7) steroid
cekirdek yapisinda modifikasyonlari baslatir ve klasik yoldaki ayni enzimler halka

yap1 modifikasyonlarini tamamlar (52).

CYP27A1 alternatif/asidik yolun hiz simirlayict enzimi oldugu yoniinde
gortsler olsa da CYP27A1 alternatif/asidik yolun ilk enzimidir ancak hiz siirlayici
enzim degildir. Bunun nedeni enzimin birgok dokuda yiiksek oranda eksprese
edilmesidir. I¢ mitokondriyal membranda kolesterol diisiik seviyelerdedir ve
kolesteroliin mitokondri i¢ine tasinmasinin bu yolda hiz sinirlayict adim oldugunu

diistiniilmektedir (53-57).

Normal fizyolojik kosullar altinda alternatif/asidik yol aracilig1 ile viicuttaki
safra asit kaybiin yaklasik % 10’u karsilanmaktadir. Ancak yenidogan doneminde
sterol kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7AL1) heniiz eksprese edilemediginden alternatif
yol daha baskindir. Laktasyondan sonra ve yasam boyu klasik yolun safra asidi
sentezinde baskin oldugu diistiniilmektedir (31,58,59).
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2.3.3. Yamasaki Yolu

Yamasaki yolunda da alternatif/asidik yolda oldugu gibi dnce yan zincir
oksidasyonu ardindan steroid halka yapisinda modifikasyonlar gerc¢eklesir. Bu yolun
ilk adiminda sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) enzimi katalizorliigiinde 3B-hidroksi-
5-kolestenoik asit olusur. insanlarda peroksisomal p-oksidasyondan énce veya sonra
7a-hidroksilasyon ile yoldaki en 6nemli ara metabolit olan 3p,7a-dihidroksi-5-
kolenoik asit olusur (51,60).

Insanlarda bu yolla sentezlenen CDCA’in baslica iiriin  oldugu

diistintilmektedir (61,62).

Yamasaki yolunun insanlardaki safra asidi havuzuna katkis1 tam olarak
aciklanamamistir. Fetal donemde monohidroksi safra asitleri mekonyum ve
amniyotik sivilarda yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu nedenle bu yolun gelisme

doneminde 6nemli olabilecegi diisiinilmistiir (51,61,62).
2.3.4. 25-Hidroksilasyon Yolu

Halka yapist modifikasyonundan sonra 27-hidroksilasyona ve ardindan
peroksizomal B-oksidasyonuna gerek duyulmadan C24-karboksilik asit elde etmek
icin bir bagka yol da 25-hidroksilasyon yoludur. Mikrozomal enzim sterol 25-
hidroksilaz (CH25H), 24 pozisyonunda bir 24S-pentole hidroksillenerek 3a,7a,12a-
trihidroksi-5p kolestan-25-tetrol retir. Daha sonra (muhtemelen) bir 24 okzo-tetrol (
30,7a,120-25-hidroksi-5p kolestan-24-one ) olusur ve CA ve aseton verecek sekilde
pargalanir (51,63,64).

2.4. Safra Asitlerinin Sentez Bozukluklar:

Karacigerde safra asitlerinin kolesterolden sentezlenmesi hepatositlerin farkli
hiicre boélimlerinde bulunan enzimler araciligiyla gerceklesir. Sentezde gorev alan
enzimlerden bir veya daha fazlasinin kusurlu olmasi ilgili basamagi bloke eder ve
safra asit havuzunda degisir. Hepatositler normal safra asidi havuzu olusturmak i¢in
kolesterolu surekli olarak metabolize eder ve atipik safra asidi ara maddelerinin
olusumuna neden olur. Yiksek konsantrasyonlarda biriken bu atipik safra asitleri ve

safra asidi ara metabolitleri hiicresel hasara neden olur (65-71).
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Ozellikle primer safra asitlerinin eksikligine neden olan hepatotoksik ara
metabolitler ekstrahepatik dokularda yaralanma, kolestaz, merkezi sinir sistemine
bagli bozukluklar ve yenidogan doneminde karaciger hasarina neden olabilir. Bu ara
metabolitlerin neden oldugu karaciger hasari ilerleyicidir ve tedavi edilmediginde

siroz ve hatta karaciger yetmezligine baglh 6liimle sonuclanabilir (66,72,73).

Safra asitlerinin sentezinde aksaklik olmasi kolestaz olarak ortaya ¢ikan

bozulmus safra akiginin ana nedeni olarak kabul edilmektedir (74).

Safra kanallarinda safra asitlerinden bagimsiz olarak bir safra akisi soz
konusudur. Ancak safra asitlerinin sentezlenip safra kanallarina pompalanmasiyla bu
akis uyarilir. Safra asit sentezinde kusur oldugunda safra kanalindaki bu akis bozulur
ve normalde saftra ile atilan bilesiklerin tutulmasina neden olur. Safra asitleri ayrica
y-glutamil-transpeptidaz (GGT)’1n kanalikiiler membrandan salinimini uyarirlar ve
safra asitlerinin eksikligi s6z konusu oldugunda plazmada GGT dizeyleri artmaz
(75-77).

Sonug olarak diger kolestaz nedenlerinden farkli olarak safra asit sentez
bozuklugu s6z konusu oldugunda plazma GGT diizeyleri referans araliginda iken

safra ile atilan bilesiklerin seviyelerinde artig gorilmektedir.

Safra asidi sentezinde enzim kusurlarinin neden oldugu kalitsal safra asidi
sentez bozukluklar1 (IEBAS) genellikle yenidogan doneminde uzun siireli sarilik

olarak ortaya ¢ikan genetik metabolik bozukluklar olarak tanimlanmaktadir (78).

Safra asidi sentez yollarinda en az 17 enzim gorev almaktadir ancak bugiine
kadar sadece 9 tip IEBAS tanimlanabilmistir (66,79). Bu kusurlar hem plazmada
hem de idrarda olagandis1 safra asidi ve safra asidi ara maddelerinin birikmesi ile

karakterize edilir (80).

IEBAS varligindan siiphelenildiginde plazma ve idrarda safra asit ara
metabolitlerinin tespit edilmesi icin en uygun tarama yontemi atipik safra asidi ara
metabolitlerinin tespit edilmesini miimkiin kilan kiitle spektrometrisi yontemleridir
(78,79). Tedavi edilmediginde norolojik semptomlarla ilerleyen ve 6liimciil karaciger
hastalig1 ile sonuclanabilen bu durumda erken tani oldukg¢a 6nemlidir (6). Safra asidi
replasman tedavisi ile hem eksik olan primer safra asitleri karsilanir hem de toksik

ara metabolitlerin olusumu 6nlenir. Boylece basarili sonuglar elde edilebilir (81).
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Yan zincirde oksidasyon ve konjugasyon bozukluklart ve steroid halka
modifikasyon bozukluklari olmak iizere bugiine kadar tanimlanan 9 IEBAS Sekil
2.5.”de gosterilmektedir (82).

Yan zincir Oksidasyon ve Konjugasyon Bozukluklart
1. Sterol 27-Hidroksilaz (CYP27A1)

2. a- Metilagil-Koa Rasemaz (AMACR)
3. Peroksizomal Biyogenez Bozukluklar
4. Safra Asit Koa Ligaz (SLC27A5)
5. Safra Asit-Koa:N-Agcil Amino Asit Transferaz (BAAT)
coo”
Glisin/Taurin
Yan [
zincir o iy
HO H ‘OH
Steroid Kenodeoksikolik asit
halka =
oo
Glisin/Taurin
HO

Kolik asit

Niikleer (Steroid Halka) Modifikasyon Bozukluklar1
6. 3p-Hidroksi-A5-C27-Steroid Oksidorediiktaz (HSD3B7)
7. A4-3-Okzosteroid 5-Rediktaz (AKR1D1)
8. Oksisterol 7a-Hidroksilaz (CYP7B1)
9. Kolesterol 7a-Hidroksilaz (CYP7A1)

Sekil 2.5. Yan zincirde ve steroid halka yapisinda goriilen modifikasyonlar ve
tanimlanan safra asit sentez bozukluklari (82).

Safra asit sentez bozukluklarinin gen sembolleri, kisaltmalari, alternatif adlar

ve etkilenen proteinler ayrintili olarak Tablo 2.1.’de yer almaktadir (83).



Tablo 2.1.Safra asidi sentez bozukluklarinin gen sembolleri, kisaltmalari,
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alternatif adlari, etkilenen proteinler ve idrar safra asit

metabolitleri.
Safra Asit Sentez Gen Etkilenen L Idrar safra asit
Bozukluklar: OMIM Semboli Protein Biyokimyasal Parametreler metabolitleri
3B-hidroksi-A5-C27-steroid o P . AST/ALT:? di- ve tri-hidroksi safra
dehidrogenaz/izomeraz 607764 HSD3B7 3p ch_irok5| AS .027 steroid Direkt bilirubin: 1 asitlerinin stlfat/glisin
- dehidrogenaz/izomeraz . .
eksikligi GGT:n konjugatlari
. . AST/ALT:? 7a-Hidroksi-3-oxo ve 7a,
A4-3-Okzosteroid-5p- 604741 | AKRiD1 | Delta(4)-3-okzosteroid-5p- Direktbilirubin: 1 120-dihidroksi-3-0x0-4-
rediiktaz eksikligi reduktaz . i
GGT: n-1 kolenoik asitler
_ _ _ AST/ALT: 1
Oksisterol 7a- hidroksilaz 603711 | CYP7BL | Oksisterol 7a-hidroksilaz T-bil/D-bil: 1 3B-Hidroksi-5-kolenoik asitler
eksikligi _
GGT:n
Kolesterol 7a- hidroksilaz 118455 | CYP7AL | Kolesterol 7a-hidroksilaz * *
eksikligi
Sterol 27-hidroksilaz 213700 | CYP27AL |  Sterol 27-hidroksilaz Kolestanol (Plazma) Kolestan pentol
eksikligi glukuronidleri
Matilanil. AST:? Taurotetra-[tri/penta]-
¢ Met.'[a}gll KOA rasemaz 604489 AMACR a-Metilagil-KoA rasemaz ALT:? hidroksikolestanoik
eksikligi -
GGT: 1 asitler
. . . . L . Bilirubin: n-1
Safraasit-KoA: amino asit 602938 BAAT | Safraasit-KoA: amino acid N AST: n-1 Amidlenmenis safra asitleri
N-agiltransferaz eksikligi aciltransferaz ALT: n-1
Safra asit-KoA ligaz 603314 | SLC27A5 Safra asit-KoA ligaz Direkt bilirubin: n-1 Amidlenmemis safra asitleri
eksikligi GGT:n
ATP8BI eksikligi 211600 ATP8B1 ATP8BL (tip 4 P-tip ATPaz) GGT:n Klasik safra asitleri

* Tek hasta tanimlanmustir.
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2.4.1. Sterol 27-Hidroksilaz Eksikligi

CYP27AL1 geni dokuz ekzon ve sekiz intron icerir (56). CYP27A1 geni
tarafindan kodlanan sterol 27-hidroksilaz enzimi sterol ara maddelerinin C27-

pozisyonunda hidroksillenmesinden sorumlu mitokondriyal enzimdir (84,85).

Serebrotendinéz  ksantomatozis (CTX) safra asidi sentezinde ilk
oksidasyonu adimimnin Katalizinden sorumlu 27-hidroksilaz (CYP27A1) enzim
eksikliginden kaynaklanan nadir gorulen otozomal resesif lipit depo hastaligidir
(86-89). CTX ilerleyici motor ve bilissel bozulmaya yol agan kronik bir hastaliktir
(90-92).

CYP27A1 hem klasik hem de alternatif safra asidi sentez yollarinda yan
zincir modifikasyonlarinda gorev aldigi i¢in insanlarda CYP27A1 mutasyonlari
C4 de dahil olmak fizere 7a-hidroksile edilmis kolesterol metabolitlerinin
seviyelerinin artmasina neden olur (93). Sterol 27 hidroksilaz (CYP27A1) enzimi
metabolik yollar1 Sekil 2.6.’da gosterilmektedir.

Yan zincir hidroksilasyonu
22-, 23-, 24-, 25 polihidroksi-
safra alkolleri
Sterol ara maddesi

HO 27-Hidroksikolesterol
- o ==
- Sterol 27-hidroksilaz
(CYP27A1)

Peroksizomal -

25-Hidroksilasyon Oksidasyon

24-Hidroksilasyon Kolik Asit

Kolik Asit Alternatif Yolu

Sekil 2.6. Serebrotendindzis ksantomatoza neden olan sterol 27-hidroksilaz
(CYP27A1) enzimi metabolik yolu (83).
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CYP27A1 enzimindeki bozukluk asidik/alternatif yolu tamamen bloke
eder, ¢iinkii bu yolda ilk reaksiyon CYP27Al Kkatalizi ile kolesterolden 3f-
hidroksi-5-kolestenoik aside doniisiimiidiir. Klasik/nétral yolda ise reaksiyon
30,7a,120-kolestan-5B-triol  seviyesinde durur ve primer safra asitlerinin
eksikligine yol acar. Safra asit sentezinin uyarilmasi da safra asidi ara
metabolitlerinin artmasina yol acar. Primer safra asidi olan CA bir dereceye kadar
25-hidroksilasyon yolu ile sentezlenebilir. Ancak sadece bu yol eksikligin
giderilmesi icin vyeterli degildir. Klasik/notral yolda olusan 7a-hidroksi-4-
kolesten-3-one metaboliti ve kolesterol dokularda (ve ksantomalarda) biriken Sa-
kolestanole doniistiiriiliir (94-96).

Hastalik birgok organ sistemini etkiler ve birgcok dokuda anormal
kolesterol ve kolestanol birikimi ile karakterize edilir, bu da nérolojik fonksiyon
bozuklugu (demans, omurilik parezi ve serebellar ataksi ile), peritendindz
ksantomalar, erken ateroskleroz ve kataraktlarla sonuglanir (97,98). Dokularda ve
Ozellikle beyinde biriken 5a-kolestan-33-ol (kolestanol) (5a-dihidro bir kolesterol

tirevi) ciddi nérolojik bozukluklara neden olur (99).

Hastalik kronik ishal ile bebeklik doneminde belirti gdsterebilir. Ogrenme
giicliigii ve biligsel bozukluk ¢ogu durumda gocukluk déneminde ortaya ¢ikabilir.
Ancak siklikla ¢ocukluk veya ergenlik doneminde bilateral kataraktlar goriiliir.
CTX hastalarinda norolojik islev bozuklugu ergenlige kadar ortaya cikmaz.
Zihinsel islevsellik yasin artmasiyla ilerler ve tipik norolojik semptomlar 20’li ve
30'lu yaslarda belirgin bir sekilde goriliir. Tedavi edilmediginde hastalik Sliime

kadar ilerleyebilir (100-105).

Klinik fenotip olduk¢a heterojen oldugundan hastaligin erken evrelerinde
teshis edilebilmesi zordur (106-108). CYP27A1 geninde ayni mutasyona sahip
kardesler arasinda bile klinik belirtilerde farkliliklar goriilebilir. Bu nedenle CTX
hastalarinda klinik semptomlar ile genotipik kusur her zaman iligkili
gortlmektedir (89).

Ilk CTX vakas1 1937'de van Bogaert tarafindan tanimlanmistir (109). O
zamandan beri, diinyada 300'den fazla vaka bildirilmistir. Cinsiyet baskinligi

yoktur. CTX olduk¢a nadir goriilen bir hastaliktir; Avrupa’da Katkasyalilar
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arasinda goriilme sikligi 100.000 kisi basina 1,9 olarak tahmin edilmektedir (89).
CTX'in tahmini insidanst Dogu Asya'da daha yiiksektir, 100.000 kisi basina
yaklasik 15,5 (110). Japonya’da 2018'de, 3 yildan uzun bir siiredir CTX {izerine
yapilan bir arastirma CTX'li 40 hastay1 tanimlamistir (111).

2.4.2. 3p-Hidroksi-A5-Steroid  Oksidorediiktaz  (Dehidrogenaz)
Eksikligi

3B-hidroksi-A5-C27-steroid dehidrogenaz (3f-HSD) eksikligi kesfedilen
ilk safra asidi sentezi bozuklugudur (112-115) ve safra asidi sentezindeki en
yaygin bozukluktur (115-117). En ¢ok yenidoganda veya bebeklerde kolestaz
olarak kendini gosterir ve tedavi edilmedik¢e erken siroz ve karaciger

yetmezligine kadar ilerleyebilir (113,118,119).

3B-hidroksi-A5-C27-steroid  dehidrogenaz  (3p-HSD) enzimi  hem
klasik/notral yol hem de alternatif/asidik safra asit sentez yollarinda gorev alan
endoplazmik retikulumda membran bagl bir enzimdir. Enzim reaksiyonun ikinci

basamagini katalizlemekten sorumludur (116,120).

HSD3B7 enzim eksikliginde biriken 7a-hidroksikolesterol C24-safra
asitlerine donusiir. 12a-pozisyonda hidroksilasyonun gergeklesip
gergeklesmemesine bagli olarak 3f,7a-dihidroksi 5-kolenoik asit ve 3pB,7a,12a-
trihidroksi  5-kolenoik asit metabolitleri olusur. ~ Sonugta ~ A5-¢ift bagi
indirgenemediginden  3B,7a-dihidroksi-5-kolestenoik  asit ve  3pB,70,120-
trihidroksi-5-kolestenoik asit metabolitleri 3a-konfigiirasyonuna doniistiiriillemez
(24).

Bu doymamis C24-safra asitleri ¢ogunlukla 3f-hidroksi konumda
stilfatlanir (121) ve idrarla atilmadan 6nce yan zincir yalnizca glisin ile konjuge
edilir (24,72,113). 3B-hidroksi A5-C27-steroid dehidrogenaz eksikligi metabolik
yolu Sekil 2.7.”de gosterilmektedir (83).
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(+/-)12a-Hidroksilasyon
27-Hidroksilasyon
(CYP27A1) ve Yan Zincir

oksidasyonu

Kolesterol

{

Kolesterol 7a-
hidroksilaz

(CYP7AL) COOH

oo

7a-hidroksikolesterol

HO OH HO “"OH

3B-hidroksi A5-C27-steroid - . L
oksidorediiktaz 3B,7a-dihidroksi 5-kolenoik asit

ve
% 3B,70,120-trihidroksi 5-kolenoik asit

U Konjugasyon
(Glisin /Silfat)

0 OH Kolestaz
3-0kzo-7a-hidroksi-4-kolenoik asit Karaciger Hasar1
O
J A4-3-okzosteroid 5B-rediiktaz
(AKR1D1)

Primer Safra Asitleri
(Tespit Edilemez)

Sekil 2.7. 3B-hidroksi A5-C27-steroid dehidrogenaz eksikligi metabolik yolu (83).

Sonug olarak bu atipik ara metabolitler kanalikiiler zar boyunca taginamaz
ve karacigerde birikir (70). Bu metabolitler kolestatik ve hepatotoksiktir ve sentez
yolundaki blokaj primer safra asitlerinin sentezinin azalmasina, dolayisiyla da bu
metabolitlerin sirekli olarak sentezlenmelerine neden olur (71,122,123). Bu
durumda primer safra asitlerinin kolinerjik etkisinin olmamasi kolestazin baslica
nedeni olarak kabul edilmektedir. Karacigerde biriken toksik metabolitlerin ise

siroza neden oldugu diistiniilmektedir (124).

3B-hidroksi-A5-C27-steroid ~ dehidrogenaz ~ (3B-HSD)  enzimindeki
mutasyon safra asit sentez hatalar1 igerisinde en sik rastlanan sentez
bozuklugudur. Otozomal resesif kalitim gosteren bu bozukluk safra asidi sentez
bozuklugu tip 1(CBAS1) olarak da adlandirilmaktadir (116,122,125). Hastalik ilk
olarak 1987'de Clayton ve ark. tarafindan tanimlanmistir (113). HSD3B7, 2000
yilinda Schwarz ve ark. (126) tarafindan klonlanmis ve 3f-HSD eksikligine neden
olan 21 farkli mutasyon tanimlanmistir (127-129).
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3B-HSD eksikligini erken baslangicli karaciger hastaliginin diger
nedenlerinden ayiran en belirgin klinik 6zellikler; kolestaz varligina ragmen
pruritus yoklugu, normal serum GGT seviyesi ve total serum primer safra
asitlerinin normal veya diisiik seviyelerde olmasidir (124,130,131). Hastalardaki
klinik belirtiler farlilik gosterebilir (132), ancak serum GGT ve toplam safra asidi
konsantrasyonlari onemli belirteg olarak kabul edilebilir (117). Hastaligin erken
evrelerinde serum karaciger enzimleri referans araligi sinirlarindadir. Hastaligin

ilerlemesi ile enzim diizeylerinde artiglar goralir (65).

Teshis yasi degiskenlik gostermektedir. Cogu vaka bebeklik ¢aginda veya
erken cocuklukta tanimlansa da, geng veya hatta orta yagh yetiskinlerde de teshis
edilebilir. Klinik 06zellikler ve semptomlar da hastadan hastaya farklilik
gostermektedir. Hatta HSD3B7 geninde heterozigot mutasyona sahip bazi
hastalarin asemptomatik oldugu bildirilmistir (117,133).

2.4.3. Ad4-3-oksosteroid 5p-reduktaz Eksikligi

Safra asitlerinin A/B cis konfiglrasyonu steroid-5p-rediiktaz veya aldo-
keto rediiktaz 1D1 (AKR1D1) tarafindan verilir. AKR1D1 insanlarda bilinen tek
steroid 5B-rediiktazdir ve agirlikli olarak karacigerde eksprese edilir (134). Safra
asidi biyosentezinin tiim yollar1 igin gerekli olan A4-okzosteroid 5p-rediiktaz
enzimi aldo-ketorediiktaz ailesi 1 iiye D1 (AKR1D1) geni tarafindan kodlanir
(135). Enzim halka yapisini olusturmak ic¢in C-4 ile C-5 arasindaki ¢ift bagin

indirgenmesini katalize eder (136).

Enzim eksikliginde ¢ift bag indirgenemez ve bunun sonucu olarak 3-0kzo
ara metabolitlerinin 3a-hidroksil iiriinlerine doniisiimii gergeklesmez. Diger enzim
kusurlarinda oldugu gibi AKRID1 eksikliginde de primer safra asitleri azalir.
Enzim kusurunun oldugu basamakta ise A-4-3-0kzo-steroid ara metabolitleri
birikir (62). Biriken doymamis C27-3-0kzo-A4 steroidler daha sonra karsilik gelen
C24-safra asitlerine doniistiiriiliir (24).

Primer A4-3-okzosteroid 5p-rediiktaz eksikligi kongenital safra asidi
sentezi bozuklugu tip 2, (CBAS2) olarak da adlandirilmaktadir. Nadir goriilen

ancak tedavi edilmediginde yasami tehdit eden safra asidi sentez bozuklugudur.
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AKR1D1 enziminde mutasyon sonucu safra asit sentezi durur ve GGT’in
kanalikiiler membrandan ayrilmasint kolaylagtiran primer safra asitlerinde
eksiklige neden olur. Bu nedenle diger sentez bozukluklarindan farkli olarak A4-
okzosteroid 5B-rediiktaz enzim eksiliginde GGT hafif ylksek duzeylerdedir (78).
Sekonder A4-3-okzosteroid 5p-rediiktaz eksikligi ise AKR1D1 enzim aktivitesine
bagli olarak goriilen sentez bozuklugudur (137).

5B-rediiktaz eksikligi iki tip igerir: SRD5B1 gen mutasyonu ile primer
5B-rediiktaz eksikligi ve SRD5BI1 gen mutasyonlarinin neden olmadigi sekonder
5B-reduktaz eksikligi (138,139). 5B-rediiktazi kodlayan SRDS5B1 geni 7g32-33
kromozomu tizerinde bulunur ve otozomal resesif kalitim gosterir (136). AKR1D1
baskin olarak karacigerde eksprese edilir (140,141). 2003 yilina kadar AKR1D1
(SRD5B1) genindeki mutasyonlara sahip hastalar tarif edilmemistir (138,139).

2.4.4. Oksisterol 7a-hidroksilaz (CYP7B1) Eksikligi

Oksisterol 7a-hidroksilaz enzimi kromozom 8qg21.3 Uzerinde 6 ekzon
iceren CYP7B1 geni tarafindan kodlanir ve otozomal resesif kalitim gosterir (142-
144). CYP7B1 enzimi sadece alternatif/asidik yolda 3pB-hidroksi-5-kolestenoik
asidin hidroksilasyonunu gergeklestirir ve 3B-dihidroksi-5-kolestenoik asit olusur.
Enzim eksikliginde goriilen kusurlar 6zellikle yasamin erken donemlerinde asidik

yolun insanlarda ne kadar 6nemli oldugunu gdstermektedir (79,145).

Oksisterol 7a-hidroksilaz (CYP7B1) enzim aktivitesi eksikligine baglh
safra asidi sentezi metabolik yolu Sekil 2.8.”de gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Oksisterol 7a-hidroksilaz (CYP7B1) enzim aktivitesi eksikligi safra
asidi sentezi metabolik yolu (83).

Oksisterol 7a-hidroksilaz eksikliginin, bilinen IEBAS vakalar1 arasinda en
diisiik prevalansa sahip oldugu diisiiniilmektedir (125). Buglne kadar sadece 4
vaka bildirildiginden, Kklinik belirtiler veya prognozlar tam olarak agikliga

kavusturulamamaistir (146).

1998'de ilk oksisterol 7a-hidroksilaz eksikligi vakasi tanimlanmistir ve
literatlirde sadece 3 vaka bildirilmistir. Oksisterol 7a-hidroksilaz enzimi yasamin
erken doneminde safra asidi sentezi i¢in kolesterol 7a-hidroksilazdan daha énemli
olabilir (142,143, 147,148).

2.4.5. Safra Asit KoA amino asit N-agiltransferaz Eksikligi

Safra asit sentez yollarinin tiimiinde ortak olarak gergeklesen son adim
primer safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asidin (genellikle taurin

veya glisin) C-24’¢ amid bagi ile konjugasyonudur. Konjugasyon ile safra
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asitlerinin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri degisir ve polariteleri artar

(25,149,150).

Safra asit sentezinde bu son adim reaksiyonlart BACL ve BAAT genleri
tarafindan kodlanan iki enzim araciligiyla gergeklesir: safra asidi KoA ligaz ve

safra asidi KoA: amino asit N-agiltransferaz (151-156).

Kenodeoksikolik asit (CDCA) ve kolik asidi (CA) KoA esterlerine
(kenodeoksikoloil-KoA ve koloil-KoA) doniistiren BACL, SLC27A5 tarafindan
kodlanir. Kenodeoksikoloil-KoA ve Koloil-KoA'yr kenodeoksikolik asit ve kolik
asidin glisin ve taurin konjugatlarina doniistiren BAAT, BAAT geni tarafindan
kodlanir (157).

Bu safra asidi sentez bozukluguna safra asitlerinin KoA esterlerini taurin
veya glisin konjugatlarina doniistiiren, karacigere 6zgii peroksizomal enzim safra
asidi-KoA: amino asit N-aciltransferazi kodlayan BAAT genindeki mutasyonlar
neden olur (78,158,159). Dolayisiyla bu enzim bozuklugunun gorildigi

hastalarda safradaki safra asitlerinin % 95'i konjuge edilmemistir (159).

Sonug olarak, hastalarda yag emilim bozukluguna ve yagda ¢oziinen
vitamin eksikligine ve rasitizme yol acar (153,160). Bu semptomlar konjuge safra

asitlerinin azalan sekresyonu sonucunda ortaya ¢ikar (160).
2.4.6. a-metilacil-KoA rasemaz Eksikligi

a-metilagil-KoA rasemaz (AMACR) hem peroksizomda hem de
mitokondride PB-oksidasyonda gorev alan yardimci enzimdir (161). Bu enzim

eksikligine AMACR genindeki otozomal resesif mutasyonlar neden olur (162).

AMACR, (25R)-pristanik asit, (25R)-THCA ve (25R)-DHCA dahil olmak
uzere (R)-konfigurasyonunda bir metil grubu ile hem safra asidi sentezinde yer
alan ara metabolitlerin hem de yag asitlerinin izomerizasyonunu katalize eder
(163). Bu enzimdeki bir eksiklik safra asidi yan zincir oksidasyonunu bozarak
idrar, safra ve serumda (25R)-THCA'nin yiiksek konsantrasyonlarina neden olur
(164,165). Bu nedenle AMACR eksikligi, plazma, hiicreler ve dokularda (25R)-
pristanik asit, (25R)-THCA ve (25R)-DHCA'nin birikmesine neden olur. Bu
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enzimdeki bozukluklar hem safra asidi hem de yag asidi sentez yollarini etkiler
(163,164).

a-metilacil-KoA rasemaz (AMACR) enzimin metabolik yollar1 Sekil
2.9.”da gosterilmektedir.

Metabolik Bozukluk Kolesterol

Kolestanoik asitlerin birikimi

|
Fitanik Asit (25R) THCA

I

) | THCA-KOA sentetaz HO H

a-oksidasyon |
| 25R-THCA-KOA s

2R-Pristanoil-KoA — |

— 2-metilagil-KoA rasemaz

- HO OH
2S-Pristanoil-KoA - —— [‘I

l 25S5-THCA-KoA

I
Peroksizomal B-Oksidasyon

Trimetil-tridekanoil- Koloil-KoA
KoA

Karaciger Hasar1

Azalmis Primer Yagda ¢6ziinen
Safra Asit Hauzu vitamin
malabsorpsiyonu

Sekil 2.9. a-metilagil-KoA rasemaz enzim aktivitesindeki bozukluk ve birincil
safra asidi sentezi ve dalli zincirli yag asidi sentezi metabolik yollar

(83).

AMACR eksikliginin klinik belirtileri arasinda ¢ocukluk déneminde hafif
ila siddetli karaciger hastaligi, kolestaz ve yagda ¢oziinen vitamin
malabsorpsiyonu sayilabilir. Norolojik semptomlar da gozlenebilir ancak bu
ergenlik sonrasi ortaya ¢ikabilir (165,166). Karaciger hastaliginin temel olarak
safra asidi sentez bozukluguna bagl oldugunu, ilerleyici nérolojik semptomlarin

ise temel olarak pristanik asit birikimine baglh oldugu diistiniilmektedir (24).
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2.4.7. Kolesterol 7a-Hidroksilaz (CYP7A1) Eksikligi

CYP7A1l safra asit sentez yolunda hiz sinirlayici enzimdir ve sadece

karacigerde eksprese edilir (5).

Safra asidi sentezinin Kklasik/nétral yolunun ilk adimi kolesteroliin (3f-
hidroksi-5-kolestanol) kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7A1) enzim katalizi ile 7a-
hidroksikolesterole doniisiimiidiir. CYP7A1 enzim eksikliginde alternatif/asidik
yol aktive edilir ve primer safra asitlerinin sentezi bu yolda oksisterol 7a-
hidroksilaz enzimi zerinden devam eder. Bu nedenle CYP7A1 enzim eksikligi
safra asidi eksikligine yol agmaz. CYP7A1 eksikligi olan ii¢ birey tanimlanmuistir.
Tanimlanan {i¢ hastanin hepsinde statine direngli hiperkolesterolemi (yliksek LDL
duzeylerine sahip) ve Ug¢ kisiden ikisinde hiper-trigliseridemi ve safra tas1 hastaligi
Oykiistiniin varligr tespit edilmistir. Belirtiler kolestatik karaciger hastaligi gibi
goriinmese de CYP7A1 eksikliginin hepatik kolesterol birikimine ve yetersiz safra

asidi atilimina neden oldugu sonucuna varilmistir (31).
2.4.8. Safra asit-KoA Ligaz Eksikligi

Primer safra asitlerinin sentezinin son basamaginda kolik asit ve
kenodeoksikolik asidin glisin veya taurin aminoasitleri ile konjugasyonu

gerceklesir (167). Reaksiyon iki enzim araciligiyla gerceklesir (125).

Safra asit-KoA ligaz (BACL) birincil safra asitlerinin amidasyonu igin
gerekli olan ilk enzimdir ve C24-safra asitlerini karsilik gelen safra asit-
KoA'larina dontstiirir (33,43). BACL, endoplazmik retikulumda bulunan
karacigere 6zgii bir enzimdir. Ayrica enterohepatik dolasimda bagirsak bakterileri
tarafindan dekonjugasyona ugrayan safra asitlerinin yeniden konjugasyonunda
gereklidir (43,168).

SLC27A5 geni tarafindan kodlanan BACL enzimindeki homozigot bir
mutasyon varligi sadece iki kardeste tanimlanmistir (157). Bu hastalarin plazma

ve idrarinda tespit edilen safra asitleri >% 85 unkonjuge idi (24).
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2.4.9. Peroksizomal Sentez Bozukluklari

B-oksidasyon yoluyla kisaltilmasi gereken DHCA ve THCA'min yan
zinciri, 25 konumunda bir metil grubuna sahiptir. Sterol 27-hidroksilaz, yalnizca
25R-stereoizomerleri ve [-oksidasyon sisteminin ilk enzimi olan acil-KoA
oksidaz 2'yi (ACOX2) iirettiginden, sadece 25S-stereoizomerlerini kabul etmesi
icin AMACR'nin 25R-izomerlerini 25S-izomerlerine doniistiirmesi gerekir (169).
Bu stereoizomerlere doniisiim, C-27 safra asidi yan zincirinin sonraki
peroksizomal [-oksidasyonu asamasi i¢in gereklidir (67,170). Sadece (S)
konfigiirasyonundaki metil grubundaki yag asitleri, peroksizomal beta oksidasyon
icin substrat olarak kabul edilir (163).

AMACR ceksikliginde en ¢arpici safra asidi anormalligi, C27-safra asidi
ara bilesiklerinin sadece (25R)- izomerinin varligidir (164,165). Buna karsilik,
safra asidi biyosentezinin peroksizomal bozukluklarinda, hem (25R)- hem de
(25S)- izomerleri birikir (165).

2.5. Kalitsal Metabolizma Hastaliklarinda Tarama Yontemleri

Kalitsal metabolizma bozukluklar1 (IEM) terimi ilk olarak 1908'de genetik
olarak belirlenmis dort hastaligi (alkaptoniiri, albinizm, sistinuri ve pentosiri)
olan hastalar1 gdzlemleyen Ingiliz doktor Sir Archibald E. Garrod tarafindan

tanimlanmastir (171 ).

Kalitsal metabolizma bozukluklar1 (IEM) farkli insidanslara sahip kalitsal
hastaliklardir. Cogu IEM bozuklugunun arkasindaki patofizyoloji, substratlarin
dogrudan irilinlerine yetersiz doniisiimiiyle sonuglanan spesifik bir enzim
kusurudur. Bu kusur, reaksiyon Grlnu temel riinlerde azalmaya ek olarak toksik
etkileri olan sira digsi metabolitlerin birikmesine yol agar. IEM'ler birden ¢ok
benzer semptom ve metabolitle ortaya cikabilir ancak erken ve dogru teshis

oldukga 6nemlidir (172, 173).

Tek bir enzimin, yapisal proteinin veya tasiyict molekiiliin eksikliginden
veya enzim aktivitesindeki degisiklikten kaynaklanan bu kusurlar bugiin teshis
edilmektedir, ancak bu tiir hastaliklar hala nadirdir ve farkl iilke ve bolgelerde

degisiklik  gostermektedir (174). Bununla birlikte, genel insidanstaki
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belirsizliklerin nedenleri ve diinya genelinde bireysel bozukluklarin oranlar ile
ilgili veri eksikligi vardir. Baz1 iilke veya bolgelerde akraba evliliginin daha
yiiksek olmasi insidans oranlarin1 50 kata kadar arttirabilir (175). Bu nedenle,
tiim [EM'ler i¢in evrensel bir klinik protokol kullanmak imkansizdir. Bu da sadece
Klinik bulgulara dayanarak ayirici taniy1 zorlagtirmaktadir. Klinik veriler kesin
tan1 icin yeterli degildir. Bunun yerine, laboratuvar verileri tan1 i¢in birincil ipucu

haline gelmistir (176,177).

1980'lerde IEM'lerin taranmasinda gaz kromatografisi/kitle spektrometrisi
(GC/MS) kullanilmaktaydi. 1990'larin ~ sonlarinda, sivi  kromatografi/kiitle
spektrometrisinin (LC-MS) ortaya ¢ikisi ile 22 yeni IEM hastaliginin hizli teshisi
sagland1 (178). LC-MS/MS tabanli yontemler, bir dizi kritik metaboliti hedefler
ve diinya ¢apinda klinik rutinlerde uygulanan en yaygin kullanilan metabolomik
analizleri temsil eder. Bu yontemler daha 6nce kullanilan, zaman alan veya daha
az hassas Olglimlere olan talebi azaltmistir (179). GUnimuizde, LC-MS ve direkt
inflzyon tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS), metabolizmadaki dogustan gelen
hatalarin 6l¢iimii i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir. IEM'lerin ardisik
kitle spektrometrisi taramasi, tek bir enjeksiyonla birkag yaygin bozuklugu
saptamak i¢in ticari olarak temin edilebilen kitler kullanir (180, 181).

2.6. Kromatografi

Kromatografi, bir karisgtmin bilesenlerinin diferansiyel etkilesimlerine gore
ayrilmasini saglayan tekniktir. Sistem mobil faz adi verilen bir hareketli faz (sivi
veya gaz) icerisinde ¢oziildligii ve bu hareketli faz1 gegirerek ayrimin yapilmasini
saglayan bir sabit/duragan faz (kat1 veya sivi)’dan olusur. Mobil faz sistemden
gecer ve numune uygulandiktan veya enjekte edildikten sonra numune
bilesenlerini beraberinde tasir. Sabit faz sistem iginde bir destek ile tutulur ve
hareket etmez. Bir numunenin bilesenleri bu sistemden gecerken, duragan faz ile
en giiglii etkilesime sahip olan bilesenler bu faz tarafindan daha fazla
korunacaktir. Sabit faz ile daha zayif etkilesime sahip olan ve mobil fazda daha
fazla zaman harcayan bilesenlerden daha yavas ilerler. Boylece bu bilesenlerin

hareket hizinda ve kromatografik sistemden gecerken ayrilmalarinda bir fark

olusur (182).
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2.7.Kitle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrisi (MS), analitlerden {iretilen iyonlarin kiitle-yiik oranin
Olcen, analitlerin kalitatif olarak tanimlanmasina ve Kkantitatif olarak
belirlenmesine izin veren analitik bir tekniktir. ~ Molekullerin iyonize hale
gelmeleri iyonizasyon islemiyle gergeklesir. Kiitle/ylik ayiriminin saglanabilmesi
icin elektrik ya da manyetik alanlar olusturulur. Elektromanyetik alanlar ile
iyonlarin uzaysal yoriingeleri, hiz1 ve/veya istikameti etkilenerek ayirma saglanir.
Iyonlarin hareketi iyonun kiitlesiyle ters orantil1 ve iyonun yiikiiyle dogru orantili

sekilde etkilenir. m/z degerlerinin spektrumu ile molekiiller tanimlanir (183).

[k olarak fizik¢i Joseph J Thomson (1856-1940) ve kimyager Francis W
Aston (1877-1945) tarafindan kesfedilen kiitle spektrometrisinin biyokimya
aragtirmalar1 ve klinik uygulamalarda kullanimi daha geg¢ olmustur (184-187). MS
1970'lerin basinda klinik laboratuvarlar tarafindan ilk kez idrar (188-190) ve
diger viicut sivilarinda (191-193) sadece metabolik profil olusturma igin bir
arastirma araci olarak kullanilmaya baslanmistir. MS'in ilk klinik laboratuvar

uygulamalari toksikoloji analizleridir (194-199).

Bir kitle spektrometrisi, bir molekulun kitle-yiik oranini (m/z) 6lgerek
kitlesini belirler. Iyonlar, bir yiikiin kaybolmas: veya kazanilmasiyla iiretilir. Bir
kez olustuktan sonra, iyonlar -elektrostatik olarak bir kiitle analizoriine
yonlendirilir ve burada m/z'ye gére ayrilir ve tespit edilir. Molekuler iyonizasyon,
iyon ayrilmasi ve iyon saptamanin sonucu, molekiiler kiitle ve hatta yapisal bilgi
saglayabilen bir spektrumdur. Sekil 2.10.'da gosterildigi gibi bir kiitle
spektrometrisi ve bir prizma arasinda benzetme yapilabilir. Prizmada 151k, dalga
boylarina ayrilir ve daha sonra bir optik reseptor ile tespit edilir. Benzer sekilde,
bir kitle spektrometrisinde, firetilen iyonlar kiitle analiz cihazinda ayrilir,

sayisallagtirilir ve bir iyon detektOri (bir elektron ¢arpani gibi) ile tespit edilir.
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Iyon
Kaynagi

Kitle analizori iyon
ayirimi

Detektor

Sekil 2.10. Isigin dagilmasi ve kiitle analizi islemi karsilastiriimasi (200).

Kitle spektrometrisi, molekil agirligini belirlemek i¢in atomlart ve
molekiilleri 6lgme teknigidir. Bu tiir kiitle veya agirlik bilgileri bir analitin
kimligini belirlemede her zaman yararlidir. Boyle bir yontemin olmazsa olmazlari

analit molekiillerinin iyonlara doniistiiriilmesidir.

Dort temel bilesen ¢cogunlukla tiim kiitle spektrometrilerinde standarttir:
Ornek girisi,

Iyonizasyon kaynagi,

Kdtle analizord,

M w0 np R

Iyon detektorii.

Baz1 bilesenler numune girisini ve iyonizasyon kaynagii birlestirirken,
digerleri kiitle analiz cihazim1 ve detektorl birlestirir. Bununla birlikte tim 6rnek

molekiiller, cihaz konfigiirasyonuna bakilmaksizin ayni islemlerden gegcirilir.

Ktle spektrometrisinin bilesenleri Sekil 2.11.’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.11. Kiitle spektrometrisi bilesenleri.
2.7.1. Numune Girisi:

Numune girisi baslangigta kiitle spektrometrisinde blytk bir sorundu.
Bunun nedeni kiitle analizi yapilacak maddenin atmosfer basincinda olmasi (760
Torr) ve numunenin cihazin i¢ basincint (~10-6 Torr) degistirmeyecek sekilde
cihaza verilmesinin gerekliligi idi. Numune girisinin en yaygin yontemleri bir
prob veya plaka ile dogrudan vyerlestirme (yaygin olarak MALDI-MS ile

kullanilir), dogrudan infiizyon veya iyonizasyon kaynagina enjeksiyondur.

Dogrudan Yerlestirme: Bir yerlestirme probu/plakasi kullanilarak bir
numunenin cihaza verilmesinin ¢ok basit bir yoludur. Numune, daha sonra kitle
spektrometrisinin iyonizasyon bolgesine bir vakum araciligiyla sokulan bir prob
tizerine yerlestirilir. Numune ya termal desorpsiyonu kolaylastirmak igin 1sitilir ya
da buharlagtirma ve iyonizasyonu kolaylastirmak igin lazer dezorpsiyon gibi

herhangi bir sayida yiiksek enerjili dezorpsiyon islemine tabi tutulur.

Dogrudan Infiizyon: Bir &rnegi gaz veya ¢ozelti halinde vermek igin basit
bir kilcal veya kilcal kolon kullanilir. Dogrudan inflizyon da yararhidir ¢ilinkii
vakumdan 6diin vermeden az miktarda numuneyi kutle spektrometrisine etkili bir
sekilde dahil edebilir. Kilcal kolonlar rutin olarak ayirma tekniklerini bir kitle

spektrometrisinin iyonizasyon kaynagi ile arayiizU olarak kullanilir. Gaz
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kromatografisi (GC) ve sivi kromatografisi (LC) dahil olmak iizere bu teknikler
ayrica bir ¢ozeltinin farkli bilesenlerini kiitle analizinden 6nce ayirmaya yarar.
Gaz kromatografisinde, farkli bilesenlerin ayrilmasi bir cam kilcal kolon iginde
meydana gelir. Buharlastirllmis numune gaz kromatografisinden ¢ikarken,

dogrudan kiitle spektrometrisine verilir.
2.7.2. lyonizasyon Kaynag::

Iyonizasyon yontemi, iyonizasyon mekanizmasim ifade ederken,
iyonizasyon kaynagi, iyonlasmanin meydana gelmesini saglayan mekanik cihazi
tanimlamaktadir. No6tr bir molekiilii elektron firlatma yoluyla iyonize ederek
islemek, elektron yakalama, protonlama, katyonizasyon veya proton giderme
yoluyla veya yiiklii bir molekiilii yogunlagsmis bir fazdan gaz fazina aktararak

iyonize ederek caligir.

Protonlama, bir molekiile bir protonun ilave edildigi ve eklenen her proton
icin 1+ net pozitif yik Greten bir iyonizasyon yontemidir. Pozitif yikler, kararl
katyonlar olusturmak i¢in aminler gibi molekiiliin daha temel kalintilar1 {izerinde
kalma egilimindedir. Peptitler genellikle protonlama yoluyla iyonize edilir.
Protonlama MALDI, elektrosprey iyonizasyonu (ESI) ve atmosferik basinglt
kimyasal iyonizasyon (APCI) ile elde edilebilir.

Deprotonasyon, bir protonun bir molekiilden uzaklastirilmasiyla net
negatif yiikiin elde edildigi bir iyonizasyon yontemidir. Genellikle MALDI, ESI
ve APCI yoluyla elde edilen bu iyonizasyon mekanizmasi, fenoller, karboksilik

asitler ve sulfonik asitler dahil olmak Uzere asidik tiirler i¢in ¢ok yararlidir.

Katyonizasyon, notral bir molekile kovalent olarak pozitif yukli bir iyon
eklenerek yiiklii molekiiliin tiretildigi bir iyonizasyon yéntemidir. Protonlama ile
ayn1 gibi gorunse de, katyonizasyon, bir proton (6rn, Alkali, amonyum) disinda
bir katyon ilave edilmesiyle farklilik gosterir. Ayrica, protonlagma kararsiz
molekiiller i¢in yararli oldugu bilinmektedir. Ancak katyonlarn bir molekiile
baglanmasi dogal olarak daha az kovalenttir ve yiik katyon iizerinde kalir. Bu,
molekilin yukinin delokalizasyonunu ve pargalanmasini en aza indirir.

Katyonizasyon yaygin olarak MALDI, ESI ve APCI yoluyla gergeklestirilir.



31

Normalde ¢ozelti iginde yiikli bilesiklerin transferi normal olarak yiiklii tiirlerin
yogunlagtirtlmis fazdan gaz fazina dezorpsiyonu veya atilmasi yoluyla
gergeklestirilir. Bu aktarim genellikle MALDI veya ESI yoluyla gergeklestirilir
(200).

Numunenin sisteme girisinden sonra ilk islem iyonizasyondur. Yiiklii
molekiiller veya molekiil fragmanlar1 olusturmak i¢in ¢alismanin tiirline gore
degisikli gosteren iyon kaynagi segilir. Secilecek iyon Kkaynagmin iyon
verimliliginin yliksek ve diisiik enerji dagilimi saglayacak 6zellikte olmas1 tercih
edilir. Gaz faz iyon kaynaklar1 ve dezorpsiyon iyon kaynaklari olarak iki gruba

ayirmak mimkiindiir.

Gaz faz iyon kaynaklarinda numune buharlastirildiktan sonra iyonize
edilir. Dezorpsiyon iyonizasyon kaynaginda ise numune direkt gaz hale gecerek
iyonize olur (201). Gaz faz iyon kaynagmin kullanildig1 iyonizasyon teknikleri
arasinda elektron iyonizasyon ve kimyasal iyonizasyon sayilabilir. Dezorpsiyon
iyonizasyon teknikleri ise; Elektrosprey Iyonizasyon (ESI), Atmosferik Basingta
Kimyasal Iyonizasyon (APCI), Atmosferik Basing Fotoiyonizasyon (APPI) ve
Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon-Iyonizasyon (MALDI) dur.

Elektrosprey iyonizasyonu glnimizde kimyasal ve biyokimyasal
analizlerde en yaygin kullanilan iyonizasyon teknigidir. Elektrosprey ile cok
cesitli kimyasal maddeler iyonize edilebilir. Kiitlede hi¢bir sinirlama yoktur, bu da
bliyiik kovalent olmayan protein komplekslerinin arastirilmasini bile miimkiin
kilar (202). MALDI ve ESI simdi miikkemmel kiitle araligi ve hassasiyet sunan
biyomolekiiler kiitle spektrometrisi i¢in en yaygin kullanilan iyonizasyon
kaynaklaridir (203,204)

Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

1980'lerin sonlarinda iki yumusak iyonizasyon teknigi olan elektrosprey ve
matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) kesfiyle kiitle
spektrometrelerinde molekiil agirligindaki kisitlamalar1 ortadan kaldirmustir.
MALDI ve ESI yontemleri ile kiitleleri 1000 Da'nin iizerinde olan molekiiller gaz

fazina aktarilabilir ve ¢ok yiiksek verimlilikle ve kiitle bariz bir smirlamasi
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olmaksizin iyonize edilebilir (205-207). GiUnimizde ESI sivi formdaki
numunelerin analizi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Molekiilleri dogrudan sivi
fazdan iyonize ettigi i¢in, analitik kimyada yaygin olarak kullanilan geleneksel
kromatografik ayirma teknikleriyle uyumludur. ESI, iyonlarin kiitle spektrometrisi
analizine tabi tutulmadan 6nce ¢6zeltiden gaz fazina gecisine yardimci olmak igin
elektrik enerjisi kullanir. Cozeltideki iyonik tiirler bdylece biiyiik bir hassasiyetle
ESI-MS ile analiz edilebilir (208).

ESI, peptitler, proteinler, karbonhidratlar, kictk oligonikleotitler, sentetik
polimerler ve lipitler ile rutin olarak kullanilan bir yontemdir. ESI, dogrudan sivi
bir ¢cozeltiden gaz halinde iyonize molekuller Gretir. Bir elektrik alan1 varliginda

yiiksek oranda yiiklii damlaciklarin ince bir spreyini olusturarak ¢aligir.

Numune ¢ozeltisi, 700 ila 5000 V arasinda potansiyelde tutulan bir metal
igne ucundaki giiclii elektrik alanmin bir bolgesinden piiskiirtiiliir. Potansiyelin
uygulandigr igne ¢ozeltiyi, ylikli damlaciklarin ince bir sprey halinde dagitmaya
yarar. Gaz, 1s1 veya her ikisi de damlaciklara atmosfer basincinda uygulanir,
boylece ¢ozicunin damlaciklardan buharlasmasina neden olur. Yiikli damlacik
boyutu azaldikea, yiizeyindeki yiik yogunlugu artar. Bu ylizeydeki benzer yukler
arasindaki karsilikli Coulombic itme, ylizey gerilimi kuvvetlerini asacak kadar
biylk hale gelir ve iyonlar, “Taylor konisi” olarak bilinen yapidan atilir. Bagka
bir olasilik, damlaciklarin iyonlar1 serbest birakarak patlamasidir. Her iki durumda
da, ortaya c¢ikan iyonlar, kiitle analizoriiniin vakumuna yol acan elektrostatik
lensler vasitasiyla bir delige yonlendirilir. ESI, ¢Ozeltinin strekli olarak
kullanilmasini igerdiginden, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

veya kilcal elektroforez ile bir araytiiz olarak kullanim i¢in uygundur.

ESI i¢inde bir¢ok ¢oziicii kullanilabilir ve ilgili bilesigin ¢oziiniirliigline,
¢OzucUnln uguculuguna ve ¢oziiciiniin bir proton kaybetme yetenegine gore
secilir. Tipik olarak metanol, 50/50 metanol/su veya 50/50 asetonitril/su gibi
protik birincil ¢6ziiciiler kullanilirken baz1 bilesikler ¢6ziiniirliigiinii arttirmak igin
% 10 DMSO ve izopropil alkol gibi aprotik yardimc1 ¢6ziiciiler kullanilir. ESI'de
% 100 su kullanilmasina ragmen, suyun nispeten diisiik buhar basinci duyarlilik

tizerinde zararli bir etkiye sahiptir; ugucu bir organik ¢oziicii eklendiginde daha
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Iyl hassasiyet elde edilir. Baz1 bilesikler, iyonlagsmay1 kolaylastirmak i¢in % 0,1
formik asit iceren diiz kloroform kullanilmasini gerektirir. Na*, K* fosfat ve tuzlar
gibi tamponlar, damlaciklarin buhar basincini distirerek ESI icin bir sorun
olusturur ve ucuculugu azaltarak ESI'daki sinyali 6nemli 6lgiide azaltir. Sonug
olarak, amonyum asetat gibi ucucu tamponlar daha etkili bir sekilde kullanilabilir
(200).

2.7.3. Kutle Analizori

Kutle analizori kutle spektrometrisinin en temel bolimudar. Kutle
analizorli prizma ile karsilagtirilabilir. Bir 15181n bilesen dalga boylar1 bir prizma
ile ayrilir ve daha sonra optik bir reseptor tarafindan tespit edilir. Benzer sekilde
kiitle analiz cihazinda, bir iyon 1siminin farkli tipteki iyonlar1 (m/z) ayrilir ve daha
sonra detektore ulagir. Yikli molekiller kararli olmadiklarindan diger
molekiillerle ya da bir ylizey ile temas ettiginde pargalanarak yiiklerini
kaybederler. Kiitle analizoriiniin dogru sec¢imi, bir uygulama i¢in gercken

¢Oziiniirliige, kiitle araligina, tarama hizina ve algilama siniria baglidir.
2.7.4. Detektor

Iyonlar kiitle analizoriinden gectikten sonra elektron g¢ogaltict olarak
kullanilan detektore ulasir. Yikli partikillerin detektor membranina ¢arpmasi
sonucu elektron salinimi gergeklesir. Her carpisma sonrasi olusan akim dijital
sinyal olusturur ve detektdrde olusan sinyal yogunlugunun zamana bagl degisimi

iyon kromatogrami olarak kaydedilir (209).
2.8. Sivi Kromatografisi-Ardisik Kitle Spektrometrisi (LC-MS/MS)

S1vi kromatografi-ardisik kitle spektrometrisi (LC-MS/MS), bir numunede
farkli bilesiklerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve kantitasyonu i¢in kullanilan hassas
bir analitik tekniktir. Bu teknik, gii¢lii bir ayirma yontemi olan yiiksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC) ve kiitle spektrometrisi-Ktle
spektrometrisi (MS/MS) yonteminin birlesmesiyle olusur. Bunun sonucu olarak

da yiksek 6zgulluk ve hassasiyete sahip LC-MS/MS sistemleri protein, peptit ve
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oligoniikleotit analizi, ila¢ kesfi ve klinik ilag testi gibi farkli bilesikler igin
laboratuvarlarda tercih edilen oldukga hassas bir yontem haline gelmistir.

S1v1 kromatografisi sivi karisimda bulunan bilesenlerin sabit ve hareketli
faz araciligiyla ayrildig: fiziksel bir yontemdir. Numuneler sivi kromatografisi
sistemi ile ayrildiktan sonra kitle spektrometreleri analit molekullerini bir iyon
kaynagi ile iyonize duruma déniistiiriir. Iyonizasyon, sistem arayiiziinde
gerceklesir ve yiiklii partikiiller olusur. Iyonlasan bu yiiklii damlaciklar MS/MS
tnitesine gonderilir. Burada iyonlar ilk kuadrupolden kiitle/yiik (m/z) oranlarina
gore ayrisir ve ¢arpigsma hiicresine gecer. Burada parcalanan molekdller ikinci
kuadrupole gecerek ikinci ayrisma saglanir. Iyonlar bir kiitle analizoriinde kitle /
yuk (m/z) oranlarina gore analiz edilir ve daha sonra detektoér tarafindan
kantitasyonu saglanir. LC-MS/MS sisteminin kisimlart  Sekil 2.12.°de
gosterilmektedir (210,211).

Carpisma
Huicresi

Fragmer; t:’:' m/z )
ﬁj tasyon v (Neinm Detektor
i‘:;"n"
W
<
MS2
Ana Iyon Yavru iyon

Sekil 2.12. LC-MS/MS sisteminin kisimlari.
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2.9. Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi (GC/MS)

Gaz kromatografisi-kutle spektrometrisi iki temel bolimden olusur: gaz
kromatografisi (GC) ve kuitle spektrometrisi (MS). Kimyasal karigimlarin
ayrilabildigi, tanimlanabildigi ve nicellestirilebildigi popiiler, ucuz ve kullanimi
kolay bir tekniktir. Bir bilesigin GC/MS teknigi ile analiz edilebilmesi i¢in
yeterince ugucu ve termal olarak kararli yapida olmasi gerekir. Bu kararlilik
bilesiklerin tiirevlendirilmesiyle saglanir. Ayrica elde edilen verilerin kalitesini
aksi yonde etkileyecek, istenmeyen adsorpsiyon etkilerini ortadan kaldirmak igin

analizden 6nce kimyasal modifikasyon gerekebilir.

Numune GC sistemine enjekte edildiginde burada buharlastirilir ve tasiyict
gaz (genellikle helyum) tarafindan bir kromatografik kolon Uzerine
puskdrtulir. Numune kolondan gegerken ilgilenilen karisimi igeren bilesikler,
kolonun i¢ yiizeyi (sabit faz) ve tasiyict gaz (mobil faz) ile kismi etkilegimleri
nedeniyle ayrilir. Kolonun ikinci kismi 1sitilmis bir transfer hattindan gecer ve
iyon kaynagmin girisinde sona erer. Burada kolondan ¢ikan bilesikler iyonlara
doniistiiriiliir. Iyonizasyon iki farkli sekilde gerceklesebilir. En sik kullanilan
yontem elektron iyonizasyonu (EI) ve nadiren kullanilan alternatif kimyasal
iyonizasyondur (CI). EI tekniginde elektron demetleri molekdlleri iyonize eder ve
elektron kaybina neden olur. Bir elektronunu kaybeden molekul molekuler iyon
olarak adlandirilir. Bu iyondan elde edilen pik bir kiitle spektrumunda ulastiginda

bilesigin molekiil agirhig: elde edilir.

Bir sonraki bilesen, pozitif yiiklii iyonlari, kullanilan analizére bagli olarak
kiitle ile ilgili ¢esitli 6zelliklere gére ayiran bir kiitle analizoriidiir. En yaygin
olanlar1 kuadrupoller ve iyon tuzaklaridir. Iyonlar ayrildiktan sonra sinyalin
cogaltildig1 detektore carptirilir. Detektor olusan sinyalleri zamana karsi toplam
iyon kromatogrami (TIC: Toplam Iyon Kromatogrami) veya zamana karsi tek
iyon kromatogrami (SIC: Tek Iyon Kromatogrami) seklinde bilgisayara génderir.
Farkli GC-MS modelleri bulunsa da temel kisimlar hepsinde ortaktir. Gaz
kromatografisi  kltle spektrometrisinin  temel kisimlar1  Sekil 2.13.’de
gosterilmektedir (212,213).
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Sekil 2.13. Gaz kromatografisi dort kutuplu kutle spektrometrisinin (GC/MS)
sematik diyagrami (211).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1. Kimyasallar

GCA (glikokolik asit sodyum hidrat tuzu) (LGC, Uriin Kodu, TRC-G641360)
TCA (taurokolik asit sodyum hidrat tuzu) (LGC, Uriin Kodu, TRC-T008851)

CA (Kolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-C432600)

GCA-3S (Glikokolik asit 3-sulfat) (*)

TCA-3S (Taurokolik asit 3-sulfat) (*)

CA-3S (Kolik asit 3-silfat) (*)

GCDCA (Glikokenodeoksikolik asit sodyum tuzu, ultra-saf, <97%) (Sigma,
Uriin Kodu, G-0759)

TCDCA (Taurokenodeoksikolik asit sodyum tuzu) (LGC, Uriin Kodu, TRC-
T008130)

CDCA (Kenodeoksikolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-C291900)

GCDCA-3S (Glikokenodeoksikolik asit 3-stilfat) (*)

TCDCA-3S (Taurokenodeoksikolik asit 3-sulfat) (*)

CDCA-3S (Kenodeoksikolik asit 3-silfat) (*)

GUDCA (Glikoursodeoksikolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-G679550)
TUDCA (Tauroursodeoksikolik asit sodyum tuzu, 90%) (LGC, Urin Kodu,
TRC-T009200)

UDCA (Ursodeoksikolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-U850000)

GUDCA-3S (Glikoursodeoksikolik asit 3-sulfat) (*)

TUDCA-3S (Tauroursodeoksikolik asit 3-stlfat) (*)

UDCA-3S (Ursodeoksikolik asit 3-silfat) (*)

GDCA (Glikodeoksikolik asit sodyum tuzu) (LGC, Uriin Kodu, TRC-G641400)
TDCA (Taurodeoksikolik asit) (Sigma, Uriin Kodu, T0557)

DCA (Deoksikolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-D232645)

GDCA-3S (Glikodeoksikolik asit 3-stilfat) (*)

TDCA-3S (Taurodeoksikolik asit 3-stlfat) (*)

DCA-3S (Deoksikolik asit 3-silfat) (*)
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GLCA (Glikolitokolik asit) (CIL, Uriin Kodu, ULM-9555)

TLCA (Taurolitokolik asit sodyum tuzu) (LGC, Uriin Kodu, TRC-T009100)
LCA (Litokolik asit) (LGC, Uriin Kodu, TRC-L469180)

GLCA-3S (Glikolitokolik asit 3-silfat) (*)

TLCA-3S (Taurolitokolik asit 3-stlfat) (*)

LCA-3S (Litokolik asit 3-stlfat) (*)

GHCA (Glikohiyokolik asit sodyum tuzu) (Steraloids, Uriin Kodu,C1860-000)
THCA (Taurohiyokolik asit sodyum tuzu) (Steraloids, Uriin Kodu,C1887-000)
HCA (Hiyokolik asit) (Steraloids, Uriin Kodu,C1850-000)

CA d4 (Kolik asit; 2,2,4,4-D4, 98%) (CIL, Uriin Kodu, DLM-2611)

GCA d4 (Glikokolik asit; 2,2,4,4-D4, 98%) (CIL, Uriin Kodu, DLM-2742)

TCA d4 (Taurokolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4-D4, 98%) (LGC, Uriin Kodu,
DLM-9570)

GCDCA d4 (Glikokenodeoksikolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4,-D4,98%) (CIL,
Uriin Kodu, DLM-7804)

TCDCA d4 (Taurokenodeoksikolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4-D4, 98%) (CIL,
Uriin Kodu, DLM-9562)

GCA-1p-ol (1p-hidroksi-glikokolik asit) (*)

TCA-1B-ol (1p-hidroksi-taurokolik asit) (*)

CA-1p-ol (1B-hidroksi-kolik asit) (*)

GCA-6a-ol (6a-hidroksi-glikokolik asit) (*)

CA-6a-0l (6a-hidroksi-kolik asit) (*)

CDCA-1p-ol (1B-hidroksi-kenodeoksikolik asit) (*)

G-A®-3B,70,12a-(OH)3 (3B,70,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil)
amid) (*)

T-A5-3,70,12a-(OH)3  (3B,70,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stilfoetil)
amid) (*)

A3-3B,7a,120-(0H)3 (3B, 7a,120-trihidroksi-5-kolenoik asit) (*)
T-A5-3B,70,12a-(0H)3-3S (3p,70,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stilfoetil)
amid 3-stilfat) (*)

A3-3B,7a,120-(0H)3-3S (3B,70,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit 3-stilfat) (*)
G-A®-3B,7a-(0OH)2 (3B,70-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid) (*)
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T-A%-3B,7a-(0OH)2 (3B,70-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stilfoetil) amid) (*)
A3-3B,7a-(OH)2 (3B, 7a-dihidroksi-5-kolenoik asit) (*)

G-A®-3B,70-(0OH)2-3S (3B,70-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid
3-silfat) (*)

T-A%-3B,7a-(0OH)2-3S (3B,7a-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stlfoetil) amid 3-
stlfat) (*)

A3-3B,7a-(OH)2-3S (3P, 7a-dihidroksi-5-kolenoik asit 3-siilfat) (*)

G-A®-3B-OH (3p-hidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid) (*)
T-A>-3B-OH (3B-hidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stilfoetil) amid) (*)

A>-3B-OH (3B-hidroksi-5-kolenoik asit) (*)

G-A%-3B-OH-3S (3B-hidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid 3-siilfat)
(*)

T-A>-3B-OH-3S (3p-hidroksi-5-kolenoik asit N-(2-stilfoetil) amid 3-suilfat) (*)
A®-3B-OH-3S (3B-hidroksi-5-kolenoik asit 3-siilfat) (*)

A®-3B,12a-(0H)2 (3p,12a-dihidroksi-5-kolenoik asit) (*)

GCA-A4-3-one (7a,12a-dihidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(karboksimetil)
amid) (*)

TCA-A4-3-one (7a,12a-dihidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(2-stlfoetil) amid)
(*)

CA-A4-3-one (7a,120-dihidroksi-3-0kzo-4-kolenoik asit) (*)

GCDCA-A4-3-one (12a-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid)
(*)

TCDCA-A4-3-one (12a-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(2-sulfoetil) amid) (*)
CDCA-A4-3-one (12a-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit) (*)

CA-A4,6-3-one (12a-hidroksi-3-0kzo-4,6-koladienoik asit) (*)
CDCA-A4,6-3-one (3-0kzo-4,6-koladienoik asit) (*)

nor-CA (nor-kolik asit) (*)

C27-DHCA (3B,7a-dihidroksi-5p-kolestanoik asit) (*)

C27-THCA (3B,7a,12a-trihidroksi-5p-kolestanoik asit) (*)

5a-Kolestan-3B-ol (Sigma-Aldrich, D6128)

5a-Kolestan (Sigma-Aldrich, C8003)

7-Dehidrokolesterol >95.0% (HPLC) (Sigma-Aldrich, 30800)
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Kolesterol Sigma Grade, >99% (Sigma-Aldrich, C8667)
N,O-bis trimetilklorosilan ile (trimetilsilil) trifloroasetamid
(BSTFA+%10TMCS) (Supelco, T6381)

Hekzan (Merck, 104371.2500)

Amonyum Asetat (Merck, 101116)

Potasyum Hidroksit (Merck, 105012)

Aseton (Merck, 100012)

Asetonitril (Sigma-Aldrich, 00687)

Formik Asit (Sigma-Aldrich, 56302 Fluka)

Metanol (Sigma-Aldrich, 34885)

Etanol (Sigma-Aldrich, 108543)

Piridin (Silylation Grade) (Merck, 107462)

* Prof. Murai (Faculty of Pharmaceutical Sciences, Health Services

University of Hokkaido, Hokkaido Japan) ve Prof. lida (Nihon University College

of
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Humanities and Sciences, Tokyo, Japan) 2 mg sentezlettirildi.
3.1.2. Cihazlar

LC-MS/MS Sivi Kromatografisi-Uclii Kuadrupol Kiitle Spektrometrisi (Shimadzu
8040, Japonya)

GC-MS Gaz Kromatografisi Kutle Spektrometrisi (Shimadzu QP2010, Japonya)
Biyokimya Analizéri (Beckman Coulter AU680, ABD)

Su Banyosu (Nive B5)

Evaporator (Univapo 150H)

Santriftj (NlveNF-1200R)

Etlv (Thermo Scientific Heraeus)

Azot ucurucu (VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001)

Kuru Blok Isitict (Allsheng MK200-1)

. Vorteks Karistirict (Velp Scientifica 2X)(Heidolph Reax 2000 shaker)
. Elektronik Hassas Terazi (Mettler ToledoAG204)

. Sonikator (Bandalin Sonorex)

. -80 °C Derin Dondurucu (MDF-U6086S)

. -20 °C Derin Dondurucu (DF-300)
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15. Distile su cihazi ( mpMinipure SUPER OTO-UP OTO)
3.1.3. Cam ve Sarf Malzemeler

Cam malzemeler (Interlab)

Otomatik Pipetler (Isolab; 10-100 uL, 100-1000 pL, 1-5 mL)
Pipet Uglar (Isolab; 10-100 pL, 100-1000 pL, 1-5 mL)

Vial (vida kapakli) (Shimadzu)

Insert (Shimadzu)

Ependorf tlp (Polipropilen, 1,5-2 mL)

LC-MS/MS Kolonu (InertSustain C18 3 pm (150 x 2,1 mm))
GC-MS Kolonu (Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm))

© N o g b~ w0 DN E

3.2. Calisma Gruplar

Calisma grubunu, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 ~ Gastroenteroloji, Hepatoloji Bilim Dali’'na  bagvuran nedeni
aciklanamayan kronik karaciger hastaligt ve kolestaz tanist almig 13 hasta
olusturmaktadir. Kontrol grubunu, kronik karaciger hastaligi olmayan rutin kontroller
icin gelen ve rutin tetkikleri saglikli degerlerde ¢ikan 50 goniilli saglikli birey
olusturmaktadir. Calisma ve kontrol grubundaki bireylerin yas ve cinsiyetlerinin

benzer olmasina dikkat edilmistir.

Calisma ve kontrol grubundaki bireyler ve ebeveynleri arastirma amaglh
calisma icin diizenlenmis aydinlatilmis onam formlarini ve riza formlarini1 okuyarak

calismaya katildiklarini kabul etmislerdir.
3.3. Orneklerin Toplanmasi

Calisma grubundaki hastalar ve kontrol grubundaki goniilliilerden 1 kez idrar
ornegi alinmis ve calismaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Rutin testler i¢in alinan
kanlardan bir miktar ayrilmis ve ¢alismada kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.
Alinan idrar ve ayrilan kan Ornekleri Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez

Laboratuvarinda analiz edilmistir.
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3.4.Verilerin Toplanmasi:

Bu tez kapsaminda Olciilen 68 adet safra asidi ¢esidi ve total safra asidi bu
aragtirma i¢in Ozel olarak yapilmistir. Hasta grubunun rutin istenen testlerinin ve
incelemelerinin (Lipid Profili, ALT, AST, GGT, Total Bilirubin, Direkt Bilirubin,
kayitlar1 hasta takip formu ile tutulmustur (EK-3).

3.5. Yontemler

3.5.1. LC-MS/MS Yoéntemi

3.5.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Altmis sekiz safra asidinin standart ana stok ¢ozeltileri 1000 pg/mL olacak
sekilde saf etanolde hazirlanmistir. Safra asit standartlarindan 5 mg tartilarak
tizerlerine 5 mL saf etanol ilave edilmis ve ¢oziinmeleri saglanmistir. Bu ana stok
cozeltilerden 100 pL alinarak iizeri saf etanol ile 1000 pL’ye tamamlanmis ve
derisimleri 100 ug/mL olan ara stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. LC-MS/MS analizinde

kullanilacak ¢alisma standartlar1 bu ara stok ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmistir.

Altmis sekiz safra asidi tiirlerinin 10000 pmol/mL derisimindeki stok ¢aligma
standartlar1 %20 asetonitril ile calisma Oncesinde taze olarak hazirlanmigtir. Stok

standart ¢ozeltiler ve ¢alisma standartlar1 -80 °C’de saklanmustir.
Standart Dogru icin Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

50-1000 pmol/mL arasinda degisen 5 farkli seride standart dogru igin
kullanilacak standart g¢ozeltiler %20 asetonitril i¢inde hazirlanmis ve -80 °C’de

saklanmistir.

Standart dogru i¢in standart ¢ozeltilerinin derisimleri sirasiyla 1000 pmol/mL,

500 pmol/mL, 200 pmol/mL, 100 pmol/mL, 50 pmol/mL olarak belirlenmistir.

Safra asit standartlar1 ait olduklar1 gruplar ve molekiiler iyonlarinin m/z

degerleri ve alikonma siireleri dikkate alinarak gruplandirilmis ve 68 safra asidi
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standardi i¢in derigimi 1000 pmol/mL olan yedi farkli karisim hazirlanmastir. 5 farkli
seride standart c¢ozeltilerin hazirlanmasinda bu karigimlar kullanilmigtir. 1000
pmol/mL, 500 pmol/mL, 200 pmol/mL, 100 pmol/mL, 50 pmol/mL derisimdeki

¢ozeltilerin hazirlanmasi Tablo 3.1.”de gdsterilmektedir.

Tablo.3.1 Standart dogru i¢in standart ¢cozeltiler ve derisimleri.

Karisim Kalibrator 4 ACN:H,0
(1000 pmol/mL) (100 pmol/mL) (%20)
Kalibrator 1
1000 pL - -
(1000 pmol/mL)
Kalibrator 2
250 pL -- 250 pL
(500 pmol/mL)
Kalibrator 3
100 pL -- 400 uL
(200 pmol/mL)
Kalibrator 4
100 pL -- 900 pL
(100 pmol/mL)
Kalibrator 5
-- 500 pL 500 pL
(50 pmol/mL)

Internal Standart (IS) Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Internal standart olarak safra asidi tiirlerinin déteryum ile isaretlenmis d,-CA,
d,-GCA, d,-TCA, d,-GCDCA, d,-TCDCA, ds-CDCA-3S, ds-GCDCA-3S, ds-
TCDCA-3S standartlar1 kullanilmistir. Her bir internal standarttan derisimi 1000
png/mL olan ana stok internal standart c¢ozeltiler %100 saf ectanol kullanilarak
hazirlanmistir. Bu ana stok internal standart ¢ozeltilerden 100 pL alinarak tizeri
%100 saf etanol ile 1000 pL’ye tamamlanmis ve derisimleri 100 pg/mL olan ara
stok internal standart g¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir internal standart %20
asetonitril kullanilarak 10000 pmol/mL derisimli ¢ozeltiler elde edilmistir. Sekiz
internal standart ¢Ozeltisi esit hacimde karistirilarak (8x125 pL) 1000 pmol/mL

derisimli internal standart calisma c¢ozeltisi elde edilmistir. Bu internal standart
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calisma ¢ozeltisi her ¢alisma oncesinde giinliik olarak hazirlanmistir. Stok standart
cozeltiler -80 °C’de saklanmustir.

Mobil Fazlarin Hazirlanmasi:

Mobil Faz A: 500 mL 10 mM amonyum asetat ¢ozeltisi ve 500 mL %0,01
(w/v) formik asit ¢ozeltilerinin karigimindan olusmaktadir. Amonyum asetat ve
formik asit ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda LC-MS/MS analizine uygun saflikta su

kullanilmastir.
Mobil Faz B: Yiiksek saflikta asetonitrilden olusmaktadir.

Mobil fazlar c¢alisma oncesinde giinliik olarak hazirlanmigtir. Kullanimdan

once 10 dk siireyle ultrasonik banyoda bekletilerek degaze edilmistir.
3.5.1.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Her calisma i¢in ¢alisma ve kontrol gruplarindan toplanan idrar 6rneklerinden

500 pL alinmistir. Geri kalan idrar 6rnekleri -80 °C’de saklanmustir.

LC-MS/MS yontemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3-
hidroksi-A5-safra asitleri ve 3-okzo-A4-safra asitleri tayini i¢in 500 pL idrar 6rnegi
kuru kagida (filtre kagidina) damlatilarak yaklasik 4-5 saat oda sicakliginda
kurumasi saglanmistir. Kuruyan filtre kagidi dort esit parcaya kesilmis ve 7a’liikk
kismi alinarak (yaklasik 130 pL idrar) cam tiipe konulmustur. Uzerine 3 mL %50
etanol eklenerek 2 saat sire ile 25° C’de su banyosunda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 1 mL ependorf tiipe almmus ve Kreatinin 6lgimi igin
ayrilmistir. Safra asidi olglimleri i¢in 1 mL alinarak Uzerine 50 pL doéteryumla
isaretlenmis internal standartlar ( d,-CA, d,-GCA, d,-TCA, d,-GCDCA, d,-
TCDCA, ds-CDCA-3S, ds-GCDCA-3S ve ds-TCDCA-3S) eklenmis ve
vortekslenmistir. Coziiciinlin evaporatorde uzaklastirilmasindan sonra iizerine 1 mL
LC-MS/MS analizine uygun saflikta H,O ilave edilerek ultrasonik su banyosunda
¢oziindirilmistiir. Cozeltilerden 1 mL viallere alinarak LC-MS/MS cihazinda

analize hazir hale getirilmistir.
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Kreatinin 6lcumu igin inklbasyondan sonra ayrilan 1 mL 6rnek evaporatore
alinarak ¢ozilicii ugurulmus ve iizerine 1 mL LC-MS/MS analizine uygun saflikta
H,O ilave edilerek Biyokimya Analizori (Beckman Coulter AU680) cihazinda

kreatinin Sl¢limii yapilmustir.

LC-MS/MS yontemi ile analiz edilecek idrar 6rneklerinin hazirlanmasinda

uygulanan is akis1 Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Filire Kagdina Emdinilmis Kreatinin
Tdrar Omegi | mL, Kreatinin Olgiimii
Oleitmii
: (<40 L)
Kurutulur

Dairenin ¥ (~130

IL) kesilir |
uL) kes 3 L %50 Ugurma, 1mL dH,0
EtOH
L E Ganger,__ M F
Data of bt ‘I“f” Disds of collection: -f_,f'-
sl Coury R
i X i X
P Bk et Ugurma, 1mL dH,0
25°C2 saat su
banyosu S0 pL I8

LC-MS/MS
68 Safra Asidi Metaboliti
Kantitasyonu

Sekil 3.1. idrar Orneklerinin Hazirlanmasi.
3.5.1.3. LC-MS/MS Cahsma Kosullari

Calisma ve kontrol gruplarindan alinan idrar 6rneklerinde kantitatif olarak
LC-MS/MS yontemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 33-hidroksi A5-
safra asitleri ve 3-okzo-A4-safra asitleri derisimlerini belirlemek ig¢in Shimadzu
marka LC/MS-8040 model Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi kullanilmistir.
Kromatografik ayirim icin InertSustain C18 3 um (150 x 2.1 mm) kolonu
kullanmilmistir. Kitle spektrofotometrisinde elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi
kullanilmis ve analiz negatif iyonizasyon modunda gerceklestirilmistir. Altmis sekiz

safra asidinin ana iyon ve yavru iyon kiitle/yiik (m/z) degerleri dikkate alinarak
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tarama tipi MRM (Multiple Reaction Monitoring) (coklu reaksiyon tarama) olarak
belirlenmistir. Belirlenen optimum ¢alisma kosullari ve cihaz parametreleri Tablo

3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. LC-MS/MS Calisma Kosullar1 ve Cihaz Parametreleri.
Cahsma Kosulu Aciklama

Kolon InertSustain C18 3 um (150 x 2.1 mm)

Mobil Faz A: %0,01 Formik asit +
10 mM Amonyum asetat
Mobil Faz B: Asetonitril

Mobil faz

00.00 dk Baslama --
00.50 dk Mobil Faz B % 10
05.00 dk Mobil Faz B % 22
. . 36.00 dk Mobil Faz B % 60

Elasyon profili
46.00 dk Mobil Faz B % 98
50.00 dk Mobil Faz B % 98
50.01 dk Mobil Faz B % 10
60.00 dk Bitis -

Akis iz 0,2 mL/dk

Kolon firmi sicakhgi 40 °C

Tarama tipi MRM

Analiz suresi 60 dk

. Elektrosprey Iyonizasyon (ESI),
Iyonizasyon L
Negatif [yonizasyon

LC-MS/MS yo6ntemi ile analizi yapilan toplam altmis sekiz safra asit standartlarinin

alikonma siireleri (RT) ve MRM gegisleri Tablo 3.3.’de yer almaktadir.
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Tablo 3.3. LC-MS/MS yontemi ile incelenen safra asit standartlarmin MRM
gecisleri ve alikonma siireleri (RT)

Safra Asitleri (2;) Arz;tq/igf)on Ya\E;:J/Zi)yon
GCA 24.88 464.10 74.00
TCA 25.97 514.00 124.00
CA 25.59 407.00 343.40
GCA-3S 0.001 271.90 96.80
TCA-3S 20.367 296.70 96.90
CA-3S 21.10 487.10 96.90
GCDCA 28.87 448.30 74.00
TCDCA 29.30 498.00 124.10
CDCA 32.79 391.10 373.20
GCDCA-3S 22.90 263.80 96.90
TCDCA-3S 23.26 288.50 96.90
CDCA-3S 25.47 471.10 96.80
GUDCA 29.15 448.30 73.80
TUDCA 29.44 498.30 123.90
UDCA 26.52 391.10 373.50
GUDCA-3S 18.84 263.60 96.90
TUDCA-3S 23.33 288.50 96.90
UDCA-3S 21.24 471.10 97.00
GDCA 28.20 448.30 74.00
TDCA 29.52 498.00 124.10
DCA 32.74 391.10 345.40
GDCA-3S 22.90 263.60 97.00
TDCA-3S 23.84 288.50 97.00
DCA-3S 26.35 471.10 96.80
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Tablo 3.3. (Devam) LC-MS/MS yontemi ile incelenen safra asit standartlarinin

MRM gegisleri ve alikonma siireleri (RT)

Safra Asitleri (5;) Ar(]ﬁq/izy)on Ya\é:;:/zi)yon
GLCA 35.32 432.10 73.90
TLCA 37.11 482.10 124.00
LCA 43.55 375.10 375.40
GLCA-3S 25.65 255.60 97.00
TLCA-3S 27.46 280.50 96.90
LCA-3S 3131 455.10 96.90
GHCA 23.85 464.30 74.00
THCA 29.38 498.70 124.00
HCA 25.07 407.20 389.10
GCA-1p-ol 16.35 480.20 74.00
TCA-1g-ol 17.03 530.10 124.00
CA-1B-ol 16.45 423.10 263.30
GCA-6a-0l 18.90 480.20 74.00
CA-60-0l 19.27 423.10 313.30
CDCA-1p-ol 20.07 407.20 389.30
G-A3-3B,7a,120-(OH)3 20.00 462.10 74.00
T-A5-38,7a,12a-(OH)3 20.80 512.10 124.00
A5-3B,70,12a-(OH)3 20.72 405.20 289.30
T-A5-3B,70,120-(OH)3-3S 19.35 295.70 96.90
A®-3B,7a,120-(OH)3-3S 19.71 485.10 97.00
G-A3-3B,7a-(0OH)2 23.72 446.20 74.00
T-A5-3,7a-(0OH)2 24.92 496.10 124.00
A5-3B,70-(OH)2 26.07 389.10 357.30
G-A3-3p,70-(OH)2-3S 21.37 262.60 97.00
T-A5-3B,7a-(OH)2-3S 0.001 287.50 97.00
A®%-3B,70-(OH)2-3S 24.09 469.10 96.90
G-AS-3p-OH 30.14 430.40 74.00
T-AS-38-OH 31.44 480.10 124.00
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Tablo 3.3. (Devam) LC-MS/MS yontemi ile incelenen safra asit standartlarinin
MRM gegisleri ve alikonma siireleri (RT)

Safra Asitleri (5;) Ar(]ﬁq/izy)on Ya\é:;:/zi)yon
A®-3B-OH 38.41 373.20 355.20
G-A3-3p-OH-3S 23.47 254.90 96.90
T-A5-38-OH-3S 24.52 279.50 96.90
A3-3B-OH-3S 28.75 453.10 96.90
A5-3B,12a-(OH)2 25.98 389.10 287.30
GCA-A4-3-0ne 20.58 460.10 74.00
TCA-A4-3-one 21.45 510.10 124.00
CA-A4-3-one 21.31 403.10 123.10
GCDCA-A4-3-0ne 25.03 444.10 74.00
TCDCA-A4-3-0ne 26.23 494.10 124.00
CDCA-A4-3-one 27.60 387.10 369.30
CA-A4,6-3-0one 26.35 385.10 341.30
CDCA-A4,6-3-0ne 37.16 369.10 325.30
nor-CA 21.60 393.20 329.30
C27-DHCA 44.05 433.20 415.40
C27-THCA 34.92 449.20 431.30
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3.5.2. GC-MS Yontemi
3.5.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisinde tayini yapilan kolesterol
standardinin ana stok standart ¢ozeltisi 1163,69 pmol/L olacak sekilde metanol
igerisinde hazirlandi. 7-dehidrokolesterol ve kolestanol (5a-kolestan-3B-ol veya
dihidrokolesterol) standartlarinin ana stok standart ¢ézeltileri sirasiyla, 624 pmol/L
ve 643,2 pmol/L olacak sekilde heptan igerisinde hazirlandi. Ana stok standart
cozeltilerinden kolesterol metanol ile seyreltilerek, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol
ise heptan ile seyreltilerek calisma standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan c¢alisma

standartlar1 standart dogru i¢in kullanildi.

Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol ¢alisma standartlar1 her ¢alisma
oncesinde taze olarak hazirlandi. Ana stok standart ¢ozeltiler -20 °C’de 6 ay sureyle

muhafaza edildi.
Standart Dogru icin Standart Cozeltilerin Hazirlanmasa:

Ana stok standart ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan ¢alisma standartlarindan
yararlanilarak standart dogru olusturulmustur. Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve
kolestanol i¢in farkli konsantrasyonlarda 6 farkli seride standart ¢cozeltiler taze olarak

hazirlanmistir.

Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol’e ait standartlar ve derisimleri
Tablo 3.4.”de gosterilmektedir.
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Tablo 3.4. GC-MS Standart Dogru i¢in Standart Cozeltiler ve Derisimleri.

Kolesterol 7-Dehidrokolesterol Kolestanol
Kalibrator 1 0,9 pg/mL 0,3 pg/mL 0,3 pg/mL
Kalibrator 2 1,8 pg/mL 0,6 pg/mL 0,6 pg/mL
Kalibrator 3 2,7 pg/mL 1,2 pg/mL 1,2 pg/mL
Kalibrator 4 4,5 pg/mL 2,4 ng/mL 2,4 pug/mL
Kalibrator 5 7,2 pg/mL 4,8 pg/mL 4,8 pg/mL
Kalibrator 6 10,8 pg/mL 9,6 pg/mL 9,6 pg/mL

Internal Standart (IS) Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Internal standart olarak koprostanol (5B-cholestan-38-ol) kullanilmistir.
Internal standardin ana stok ¢ozeltisi 0,5 mg/mL olacak sekilde metanol igerisinde
hazirlanmistir. Bu ana stok internal standart ¢ozeltisi metanol ile seyreltilerek

calismada kullanilan derisik internal standart ¢ozeltisi elde edilmistir,

Hazirlanan internal standardin ana stok ¢ozeltisi -80 °C’de saklanmistir ve

calismada kullanilan derisik internal standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlanmistir.
3.5.2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Calisma ve kontrol gruplarindan toplanan kan Orneklerinin plazmalar
ayrilmig ve caligmaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Calisma Oncesinde plazma

ornekleri oda 1s1sinda bekletilmis ve ¢oziinmeleri saglanmustir.

Gaz kromatografisi kitle spektrometrisinde kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve
kolestanol analizi igin ilk olarak 35 mL'lik cam vial icerisine 100 uL internal standart
ve 100 pL ¢oziinmiis plazma Srnegi eklenmistir. Uzerine 3 mL KOH c¢ozeltisi

eklenerek viallerin kapagi kapatilmig ve hizlica vortekslenmistir. 55 °C’de 120 dk
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bekletildikten sonra soguk su altinda reaksiyon durdurulmus ve iizerlerine 3 mL ultra
saf su ve 2 mL heptan eklenmis ve viallerin kapagi kapatilarak hizlica
vortekslenmistir. Daha sonra 4000 rpm’de 20 °C’de 10 dk santrifugasyon isleminin
ardindan organik faz (iist faz) alinarak 2 mL'lik cam viallere aktarilmistir. 40 °C’de

N, altinda ugurma isleminin ardindan tiirevlendirme basamagina ge¢ilmistir.

Tirevlendirme icin 50 pL piridin ve 100 pL Bis-trimetilsililtrifluorasetamid
(BSTFA) (+ 10 % trimetilklorosilan) kullanilmistir. Tiirevlendirme reaktifleri
eklendikten sonra 80 °C’de 1 saat bekletilmis ve daha sonra GC-MS viallerine

alinarak analize hazir hale getirilmistir.

GC-MS vyontemi ile analiz edilecek plazma o6rneklerinin hazirlanmasinda

uygulanan is akis1 Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

100 uL IS 559

100 pL plazma 120 dk 3mL dH,0 40ﬂ00 rpmdk
3 mL KOH 2 mL Heptan 20°C10
Vorteks Vorteks
Ust Faz
GC-MS \ \ ‘ [ ‘
80 °C
Sk 40 °C N, altinda
Ugurma
50 pL Piridin
100 uL BSTFA
Tiirevlendirme

Sekil 3.2. Plazma Orneklerinin Hazirlanmast.
3.5.2.3. GC-MS Cahisma Kosullari

Calisma ve kontrol gruplarindan alinan plazma 6rneklerinde kantitatif olarak
GC-MS yontemi ile kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol (5a-cholestan-3-ol

veya dihidrokolesterol) derigimlerini belirlemek ig¢in Shimadzu marka GC-MS
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Shimadzu QP2010 model Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometrisi kullanilmistir.
Kromatografik ayirim igin Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm) GC-MS kolonu

kullanilmistir. Belirlenen optimum ¢alisma kosullar1 ve cihaz parametreleri Tablo

3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5 GC/MS Calisma Kosullar1 ve Cihaz Parametreleri

Calisma Kosullar Aciklama
GC Kosullar:
Enjeksiyon Miktar1 1L
Kolon Sicakhgi 90 °C
Enjeksiyon Sicakhigi 300 °C
Hiz Son Sicaklik Tutus zamani
- 90.00 3.00
Kolon Programi
25.00 260.00 28.00
1.00 275.00 13.00
Toplam Program Zamam  65.80 dk

Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm)

Kolon Bellefonte, PA, USA
Gaz Basinci 199,8 kPa
Toplam Akis 83,6 mL/dk
Kolon AKkisi 1,56 mL/dk
Dogrusal Hiz 32,7 cm/sn
Arindirma Akigi 4,0 mL/dk
MS Kosullar

Iyon kaynag Sicakhg 200 °C
Arayuz Sicakhg 230 °C
Tarama Modu Tarama
Iyonizasyon Modu El




54

GC-MS yontemi ile analizi yapilan Kkolesterol, 7-dehidrokolesterol ve
kolestanol’e ait standartlarin kiitle spektrumunda segilen iyon degerleri, referans iyon
degerleri ve kromatografik ayirimda bulunan alikonma sureleri (RT) Tablo 3.6.’da
yer almaktadir.

Tablo 3.6. GC-MS yodntemi ile incelenen kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve

kolestanol standartlariin kitle spektrumunda segilen iyon degerleri,
referans iyon degerleri ve alikonma sireleri (RT)

RT Secilen fyon Referans iyon
(min) (m/z) (m/z)
Kolesterol 29.90 458.00 386.00
Kolestanol 30.35 445.00 306.00
7-Dehidrokolesterol 32.50 343.00 351.00

3.6. Etik Kurul izni

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurul’undan GO 18/255 kayit numarali ve “Kolestaz hastalarinda safra asitlerinin
LC-MS/MS ile aragtirilmasi ve olasi biyobelirteclerin belirlenmesi” baslikli proje
icin etik kurul izni 27/03/2018 tarihli etik kurul karariyla alinmistir ve bu tez

kapsaminda kullanilmas1 uygun bulunmustur (Ek.1).
3.7. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler Windows IBM Siiriim 22.0 kullanilarak gergeklestirildi.
Parametrik dagilim gdsteren veriler + standart sapma, parametrik dagilima uymayan
kategorik degiskenler ise medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) degerlendirildi.
Gruplar arasinda varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edildi. Normal
dagilim gosterdigi belirlenen parametreler Bagimsiz Gruplar T Testi ile Normal
dagilim gostermeyen parametreler ise Mann-Whitney U Testi ile degerlendirildi. P
degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

41. LC-MS/MS Yontemi ile Analizi Yapilan Safra Asitlerinin

Kromatogramlarn

Safra asitleri standartlarina ait standart dogrularinin hazirlanmasinda safra asit
standartlarinin ait olduklari gruplar ve molekiler iyonlarinin m/z degerleri ve
alikonma siireleri dikkate alinarak gruplandirilmis ve yedi farkli karisim
hazirlanmistir. Molekiiler iyonlarinin m/z degeri yakin olan safra asit standartlarinin
farkli karisimlarda yer almasina dikkat edilmistir. Buna gore bu karisimlarda yer alan
safra asit standartlar1 ve bu standartlarin kromatogram goriintiileri Sekil 4.1., Sekil
4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.”de yer almaktadir.
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Sekil 4.1. Klasik safra asitleri grubunda yer alan 1) CA (m/z 407.00, RT: 25.59), 2) GCA (m/z 464.10, RT: 24.88), 3) TCA (m/z
514.00, RT: 25.97), 4) CDCA (m/z 391.10, RT: 32.79), 5) GCDCA (m/z 448.30, RT: 28.87), 6) TCDCA (m/z 498.00, RT:
29.30), 7) UDCA (m/z 391.10, RT: 26.52) ve 8) LCA (m/z 375.10, RT: 43.55) standartlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.2. Klasik safra asitleri grubunda yer alan 1) GUDCA (m/z 448.30, RT: 29.15), 2) TUDCA (m/z 498.30, RT: 29.44), 3) TLCA
(m/z 482.10, RT: 37.11), 4) DCA (m/z 391.10, RT: 32.74), 5) GHCA (464.30, RT: 23.85), 6) HCA (m/z 407.20, RT:
25.07), 7) GLCA (m/z 432.10, RT: 35.32), 8) TDCA (m/z 498.00, RT: 29.52) standartlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.3. 3p-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan 1) T-A>-3pB,7a,12a-(OH)3-3S (m/z 295.70, RT: 19.35), 2) G-A®-3B,7a,120-
(OH)3 (m/z 462.10, RT: 20.00), 3) T-A®-3B,7a-(OH)2 (m/z 496.10, RT: 24.92), 4) G-A>-3B,7a-(OH)2-3S (m/z 262.60, RT:
21.37), 5) A®-3B,7a-(OH)2-3S (m/z 469.10, RT: 24.09), 6) G-A®-3B,7a-(OH)2 (m/z 446.20, RT: 23.72), 7) A®-3B,7a,12a-
(OH)3 (m/z 405.20, RT: 20.72), 8) T-A®-3p,70,120-(OH)3 (m/z 512.10, RT: 20.80), 9) A®-3B,7a,12a-(OH)3-3S (m/z
485.10, RT: 19.71) standartlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.4. 3B-hidroksi-A®-safra asitleri ve 3-okzo-A*-Safra Asitleri grubunda yer alan 1) A>-3B,12a-(OH)2 (m/z 389.10, RT: 25.98) 2)
A5-3B,70-(OH)2 (m/z 389.10, RT: 26.07) 3) CA-A4,6-3-one (m/z 385.10, RT: 26.35) 4) GCA-A4-3-one (m/z 460.10, RT:
20.58) 5) TCA-A4-3-one (m/z 510.10, RT: 21.45) 6) CDCA-A4,6-3-one (m/z 369.10, RT: 37.16) 7) TCDCA-A4-3-one
(M/z 494.10, RT: 26.23) 8) GCDCA-A4-3-one (m/z 444.10, RT: 25.03) 9) CDCA-A4-3-one (m/z 387.10, RT: 27.60) 10)
CA-A4-3-one (m/z 403.10, RT: 21.31) standartlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.5. 3B-hidroksi-A®-safra asitleri, Kisa zincirli safra asitleri ve Uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan 1) T-A®-33-OH
(m/z 480.10, RT: 31.44) 2) C27-THCA (m/z 449.20, RT: 34.92) 3) C27-DHCA (m/z 433.20, RT: 44.05) 4) A®-33-OH
(m/z 373.20, RT: 38.41) 5) G-A®-3B-OH-3S (m/z 254.90, RT: 23.47) 6) G-A>-3B-OH (m/z 430.40, RT: 30.14) 7) T-A>-3B-
OH-3S (m/z 279.50, RT: 24.52) 8) A®-3B-OH-3S (m/z 453.10, RT: 28.75) 9) nor-CA (m/z 393.20, RT: 21.60) 10) CA-1-

ol (m/z 423.10, RT: 16.45) standartlarina ait Kromatogramlar
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Sekil 4.6. Hidroksile safra asitleri ve Klasik safra asitleri grubunda yer alan 1) GCA-1p-ol (m/z 480.20, RT: 16.35) 2) TCA-1p-ol
(m/z 530.10, RT: 17.03) 3) CA-6a-0l (m/z 423.10, RT: 19.27) 4) CDCA-1-ol (m/z 407.20, RT: 20.07) 5) GCA-6a-ol (m/z
480.20, RT:18.90) 6) TLCA-3S (m/z 280.50, RT: 27.46) 7) DCA-3S (m/z 471.10, RT: 26.35) 8) GCDCA-3S (m/z 263.80,

RT: 22.90) 9) GCA-3S (m/z ) 10) TUDCA-3S (m/z 288.50, RT: 23.33) standartlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.7. Klasik safra asitleri grubunda yer alan 1) GUDCA-3S (m/z 263.60, RT: 18.84) 2) TCDCA-3S (m/z 288.50, RT: 23.26) 3)
TDCA-3S (m/z 288.50, RT: 23.84) 4) CDCA-3S (m/z 471.10, RT: 25.47) 5) UDCA-3S (m/z 471.10, RT: 21.24) 6) CA-3S
(m/z 487.10, RT: 21.10) 7) TCA-3S (m/z 296.70, RT: 20.37) 8) GLCA-3S (m/z 255.60, RT: 25.65) 9) LCA-3S (m/z
455.10, RT: 31.31) 10) GDCA-3S (m/z 263.60, RT: 22.90) standartlarina ait kromatogramlar
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4.2. LC-MS/MS Yontemi ile Analizi Yapilan Safra Asitlerinin Standart

Dogrular

LC-MS/MS cihazi ile yapilan dlglimlerde safra asitlerinin standart dogrulari
50- 1000 pmol/mL arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. Standart
dogrular safra asit tiirlerine gore gruplandirilmistir. Bu safra asitleri gruplarina ait
safra asidi tlrlerinin standart dogrulari ve korelasyon katsayilart (r*> degerleri)
Sekil.4.8. ile Sekil.4.21. arasindaki sekillerde verilmistir.
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Sekil.4.8. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GCA, TCA, CA ve TCA-3S safra
asit standartlarinin LC-MS/MS yoéntemi ile elde edilen standart dogrular
ve r? degerleri
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Sekil.4.9.

Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan CA-3S, GCDCA, TCDCA,
CDCA, GCDCA-3S ve TCDCA-3S safra asit standartlarinin LC-MS/MS
yontemi ile elde edilen standart dogrulari ve r* degerleri
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Sekil 4.10. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan CDCA-3S, GUDCA, TUDCA,

UDCA, GUDCA-3S ve UDCA-3S safra asit standartlarinin LC-MS/MS
yontemi ile elde edilen standart dogrular1 ve r* degerleri
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Sekil.4.11. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GDCA, TDCA, DCA, GDCA-

3S, TDCA-3S ve DCA-3S safra asit standartlarinin LC-MS/MS yontemi
ile elde edilen standart dogrular1 ve r*> degerleri
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Sekil.4.12. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GLCA, TLCA, LCA, GLCA-3S,
TLCA-3S ve LCA-3S safra asit standartlarinin LC-MS/MS yontemi ile
elde edilen standart dogrular1 ve r* degerleri
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Sekil.4.13. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GHCA safra asit standardinin
LC-MS/MS yontemi ile elde edilen standart dogrusu ve r* degeri
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Sekil.4.14. Hidroksile Safra Asitleri grubunda yer alan GCA-1B-ol, TCA-1p-ol, CA-
1B-ol, GCA-6a-o0l, CA-6a-0l ve CDCA-1p-o0l safra asit standartlarinin
LC-MS/MS yontemi ile elde edilen standart dogrulari ve r* degerleri
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Sekil.4.15. 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan G-A®-3p,7a,12a-(OH)3,
T-A%-3B,70,12a-(OH)3, A®-3B,7a,12a-(OH)3, T-A®-3B,7a,120-(0OH)3-
3S, A%-3B,7a,120-(OH)3-3S  ve G-A®-3B,70-(OH)2 safra asit
standartlarinin LC-MS/MS y6ntemi ile elde edilen standart dogrulari ve
r* degerleri
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Sekil.4.16. 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan T-A®-3f,7a-(OH), A®-
3B,70a-(0H)2, G-A®-3B,7a-(0H)2-3S, A®-3B,7a-(OH)2-3S, G-A°-3B-OH
ve T-A®-3B-OH safra asit standartlarmin LC-MS/MS yontemi ile elde
edilen standart dogrular1 ve r* degerleri
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Sekil.4.17. 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan A®-38-OH, G-A>-3B-OH-
3S, T-A®-3B-OH-3S, AS-3-OH-3S ve A®-3B,12a-(OH)2 safra asit
standartlarinin LC-MS/MS ydntemi ile elde edilen standart dogrulari ve

r? degerleri
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Sekil.4.18. 3-okzo-A*-Safra asitleri grubunda yer alan GCA-A4-3-one, TCA-A4-3-
one, CA-A4-3-one, GCDCA-A4-3-one, TCDCA-A4-3-one ve CDCA-A4-
3-one safra asit standartlarinin LC-MS/MS yontemi ile elde edilen
standart dogrular1 ve r? degerleri
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Sekil.4.19. 3-okzo-A*-Safra asitleri grubunda yer alan CA-A4,6-3-one ve CDCA-
A4,6-3-0ne safra asit standartlarinin LC-MS/MS yontemi ile elde edilen
standart dogrular ve r* degerleri
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Sekil.4.20. Kisa zincirli safra asidi olan nor-CA safra asit standardinin LC-MS/MS
yontemi ile elde edilen standart dogrusu ve r* degeri
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Sekil.4.21.

Uzun Zincirli Safra Asitleri olan C27-DHCA ve C27-THCA safra asit
standartlarinin LC-MS/MS y6ntemi ile elde edilen standart dogrulari ve
r* degerleri
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4.3. Kolestaz Hastalarinin ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

ve Biyokimyasal Verileri

Calismaya 13 hasta ve 50 saglikli birey dahil edildi. Kontrol grubundaki
saglikli bireylerin Ve hastalarin cinsiyetlerinin ve yas ortalamalarinin benzer
olmasina dikkat edildi. Kontrol grubundaki saglikli bireylerin demografik 6zellikleri
ve biyokimyasal verilerinin (ALT, AST, Direkt Bilirubin, indirekt Bilirubin, Total
Bilirubin, Idrar Kreatinin) ortalama + standart sapma degerleri Tablo 4.1.’de
verilmistir. Hastalarin demografik ozellikleri ve biyokimyasal verileri (ALT, AST,
GGT, Direkt Bilirubin, Indirekt Bilirubin, Total Bilirubin, Idrar Kreatinin) Tablo

4.2.°de verilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve biyokimyasal verileri.

Demografik Ozellikleri ve Saglikli Kontrol (Ort + Std Sapma)
Biyokimyasal Verileri
9,84+4,72
e (n=50)
insi : 24:26
Cinsiyet K:E (= 50)
17,68 £ 10,25
ALT (U/L) p
25,24 + 8,95
AST (U/L) s
Direkt bilirubin 0%&:301,)05
(mg/dL)
indirekt bilirubin 0,?3:132 ,)18
(mg/dL)
Total bilirubin 0,?221301,)22
(mg/dL)
ini 0,20+0,14
Kreatinin (e 50)

(mmol/L)




Tablo 4.2. Hastalarin demografik dzellikleri ve biyokimyasal verileri.
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Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Cinsiyet E E K K E E E E E K K K K
Yas 8 yil 10 y1l 14 y1l 17 yil 9ay 5ay 12 yil 15 yil 8ay 1 yil 8 yil 1 yil 4 ay
ALT 33 16 13 14 120 69 127 23 86 67 16 83 250
(U/L) (<39) (<39) (<39) (<39) (<60) (<39) (<39) (<39) (<39) (<39) (<39) (<39) (<39)
AST 55 24 20 26 171 59 53 23 281 164 31 190 469
(U/L) (<51) (<51) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56) (<56)
GGT 15 12 9 6 60 94 58 22 66 40 12 295 46
(U/L) (3-22) (3-22) (3-22) (3-22) (12-122)  (12-122) (3-22) (2-42) (1-39) (4-22) (4-22) (4-22) (4-22)
Direkt
bilirubin 0,11 0,15 0,10 0,09 3,60 0,20 0,18 0,17 17,98 3,11 0,20 0,28 4,0
(mg/dL) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2) (0-0,2)
;ﬂ?rlazll‘; 0,35 0,54 0,41 0,31 3,49 0,41 0,57 0,53 7,09 2,31 1,12 0,54 4,6
(mg/dL) (0_112) (0_112) (0_1!2) (0_1!2) (0_1!2) (0_112) (0_1!2) (0_1!2) (0_112) (0_112) (0_112) (0_1!2) (0_1!2)
Total
bilirubin 0,46 0,69 0,51 0,40 7,09 0,61 0,75 0,70 25,07 5,42 1,32 0,82 8,6
(mg/dL) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) 0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2) (0,3-1,2)
Kreatinin
(idrar) 0,36 0,05 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,19 0,02 0,02 0,26 0,15 0,02
(mmol/L)

Referans araliginin tizerindeki degerler koyu yazilmustir.
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireyler arasinda yas farkliligim
belirlemek icin Bagimsiz Gruplar T testi kullanilmis ve yaslar arasinda anlamli bir

fark olmadig1 bulunmustur (p=0,062).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin ALT degerleri arasinda
farkliligr belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmig ve ALT degerleri

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin AST degerleri arasinda
farklilig1 belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmis ve AST degerleri

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanis1 almig hastalar ile saglikli bireylerin direkt bilirubin degerleri
arasinda farkliligi belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmis ve direkt

bilirubin degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin indirekt bilirubin degerleri
arasinda farkliligi belirlemek icin Mann-Whitney U testi kullanilmig ve indirekt

bilirubin degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin total bilirubin degerleri
arasinda farkliligr belirlemek igcin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve total

bilirubin degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin kreatinin degerleri
arasinda farklilhig belirlemek igin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve Kreatinin

degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanisi almis hastalar ile saglikli bireylerin demografik 0zellikleri ve

biyokimyasal verilerinin karsilastirilmasi ve p degerleri Tablo 4.3.’de verilmistir.
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Tablo 4.3.Kolestaz hastalariin ve saglikli bireylerin demografik ozellikleri ve
biyokimyasal verilerinin karsilastirilmasi ve p degerleri.

Saglikli Kontrol Hasta
(Ort £ Std Sapma)  (Ort + Std Sapma) p
Yas 9,84+472 6,85+ 6,19 <0,062
(n=50) (n=13)
Cinsiyet K:E 24:26 67 0,906
(n=50) (n=13)
ALT (U/L) 17,68 £ 10,25 70,53 + 67,315 <0,001
(n=50) (n=13)
AST (U/L) 25,24 £ 8,95 120,46 + 133,84 < 0,001
(n=50) (n=13)
Direkt bilirubin 0,11 + 0,05 232 + 493 <0001
(mg/dL) (n=31) (n=13)
Indirekt bilirubin 0,40 £ 0,18 171 42,12 <0001
(mg/dL) (n=31) (n=13)
Total bilirubin 0,50 £ 0,22 4,03+ 692 <0001
(mg/dL) (n=31) (n=13)
Kreatinin 0,20 +0,14 0,09 +0,11 <0001
(mmol/L) (n=50) (n=13)

4.4. LC-MS/MS Yontemi ile Kolestaz Hastalarimin ve Kontrol Grubunun idrar

Safra Asitleri Analiz Verileri

Kontrol grubundaki 50 saglikli bireyin ve 13 hastanin idrar 6rneklerinde LC-
MS/MS yontemi ile analizi yapilan toplam 68 safra asit tlrline ait degerler
umol/mmolCr olarak hesaplanmistir. Safra asitleri bes farkli grupta degerlendirilmis
ve bu gruptaki safra asit tiirlerinin tespit edilen toplam degerleri medyan (minimum-

maksimum) olarak verilmistir.

Kontrol grubunu olusturan 50 saglikli bireyin idrar safra asit profillerinin
degerleri Tablo 4.4.°de verilmistir. Hasta bireylerin idrar safra asit profillerinin

degerleri ve idrarda tespit edilen major safra asit grubu Tablo 4.5.’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol grubunun LC-MS/MS yontemi ile elde edilen idrar safra asit

profilleri.
Idrar Safra Asit Profilleri Saglikl1 Kontrol
(umol/mmolCr) Medyan (Min-Max)
. 0,45 (0,05- 2,10)
Total safra asidi (n= 50)
Klasik Safra Asitleri 0.45 (0’_73- 2.04)
(n=150)
Hidroksile Safra Asitleri 001 (O’_Ol- 0.12)
(n=17)

i e I 0,02 (0,01- 0,22)
3B-hidroksi-AS-safra asitleri (n= 45)
3-okzo-Safra Asitleri 0,01 (0’_01- 0.14)

(n=19)

Kisa-Uzun Zincirli Safra Asitleri _
(n=0)




Tablo 4.5. Hastalarin LC-MS/MS ydntemi ile elde edilen idrar safra asit profilleri
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Idrar Safra Asit
Profilleri Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
(umol/mmolCr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
(%)
Total Safra 32,86 0,68 0,99 1,14 9,85 47,87 3,52 0,72 60,99 113,37 0,27 30,69 3,28
Asitleri (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
Klasik Safra 11,68 0,34 0,16 0,74 6,78 46,07 3,14 0,53 59,56 112,67 0,23 29,30 1,26
Asitleri (35,5) (50,7) (16,5) (64,8) (68,9) (96,3) (89,2) (73,4) 97,7) (99,4) (83,8) (95,5) (38,4)
Hidroksile Safra 0,03 0,13 0,17 _ 0,39 0,16 0,01 0,01 0,59 0,23 0,01 0,76 1,56
Asitleri 01) (1970 (17,1) 39 (03 (01 (©7) (09 (02 3) (24) (47,5
3pB-hidroksi-A5- 21,01 0,03 0,30 0,16 1,79 0,36 0,16 0,16 0,17 0,15 0,01 0,53 0,02
safra asitleri (639) (45) (30,2) (13,6) (181)  (0,7) @5 (221  (03) (0,1) (1,8) (1,7) 0,7)
3-okzo-Safra 0,14 0,17 0,36 0,25 0,77 1,28 0,22 0,03 0,68 0,33 0,03 0,09 0,44
Asitleri (0,4) (251) (36,2 (21,6) (7,7) (2,7) (6,2) (3,8) (1,1) 0,3 (11,4) 0,3) (13,4)
Zﬁ]‘gﬁlfszgf':a 0,01 ~ ~ ~ 0,15 ~ 0,01 ~ ~ ~ ~ 0,01 ~
Asitleri 0.1) (14) ©0.1) ©0.1)
3p- .
Major ldrar Safra  hidroks  Klasik  >G2" Klasik  Klasik  Klasik  Klasik  Klasik  Klasik  Klasik  Klasik  Klasik o
Asitleri i-A5- S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A.
SA S.A. S.A.
3B- 3p-
. HSD HSD
Teshis Eksikli CTX CTX CTX - - - Eksikli - - - - -
gi gi
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin total safra asit degerleri
arasinda farklilig1 belirlemek icin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve total safra

asit degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanis1 almig hastalar ile saglikli bireylerin klasik safra asit degerleri
arasinda farkliligi belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmis ve klasik safra

asit degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanisi almis hastalar ile saglikli bireylerin hidroksile safra asit
degerleri arasinda farklilig1 belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve

hidroksile safra asit degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur

(p=0,001).

Kolestaz tanis1 almig hastalar ile saglikli bireylerin 3p-hidroksi-A5-safra asit
degerleri arasinda farklilig1 belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve 3f-
hidroksi-AS5-safra asit degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur
(p=0,002).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin 3-0kzo-A*-safra asit
degerleri arasinda farkliligi belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmig ve 3-

okzo-A*-safra asit degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,001).

Kolestaz tanisi almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS ydntemi ile
elde edilen idrar safra asit profilleri verilerinin karsilagtirilmasi ve p degerleri Tablo

4.6.’da verilmistir.
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Tablo 4.6.Kolestaz hastalarinin ve saglikli bireylerin LC-MS/MS Yontemi ile elde
edilen idrar safra asit profilleri verilerinin karsilastirilmasi ve p degerleri.

Idrar Safra Asit Saglikli Kontrol Hasta
Profilleri Medyan (Min-Max)  Medyan (Min-Max) p
(umol/mmolCr) (%)

0,45 (0,05- 2,10) 3,52 (0,27- 113,37)

Total Safra Asitleri
(n=50) (n=13) < 0,001
) o 0,45 (0,73- 2,04) 3,14 (0,16- 112,66)
Klasik Safra Asitleri <0.001
(n=50) (n=13) ’
Hidroksile Safra 0,01 (0,01-0,12) 0,17 (0,01- 1,56)
Asitleri (n=17) (n=12) < 0,001
3B-hidroksi-A5-safra 0,02 (0,01- 0,22) 0,16 (0,01- 21,01)
asitleri (n= 45) (n=13) < 0,002
3-0kzo-A*-Safra 0,01 (0,01-0,14) 0,25 (0,03- 1,28)
Asitleri (n=19) (n=13) < 0,001
Kisa-Uzun Zincirli - 0,01 (0,01-0,14)
Safra Asitleri (n=0) (n=3)

Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS yontemi ile
analizi yapilan ve klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait veriler
Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir ve elde edilen veriler Tablo

4.7.’de karsilagtirtlmistir.

Hastalara ait klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait veriler

Tablo 4.8.’de ayrintili sekilde verilmistir.
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Tablo 4.7.LC-MS/MS yontemi ile elde edilen klasik safra asitleri grubunda yer alan
safra asitlerinin kolestaz hastalariin ve saglikli bireylerin idrar profilleri
verilerinin karsilastirilmas.

Saglikli Kontrol Hasta
Klasik Safra Asitleri Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)
GCA 0,004 (0,001 0,046) (n=50) | 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TCA * 0,094 (0,019+ 0,282) (n=6)
CA 0,002 (0,001 +0,004) (n=5) | 0,007 (0,002+ 0,009) (n=3)
GCA-3S * *
TCA-3S 0,010 (n=1) 0,074 (0,069+ 0,083) (n=3)
CA-3S 0,020 (0,001 £0,016) (n=11) | 0,010 (0,001 0,033) (n=9)
GCDCA 0,001 (0,001 +0,005) (n=50) | 0,007 (0,001+ 21,484) (n=11)
TCDCA * 0,743 (0,005 0,999) (n=3)
CDCA * *
GCDCA-3S * 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TCDCA-3S 0,013 (0,005 +0,022) (n=6) | 0,008 (0,003+ 0,266) (n=9)
CDCA-3S 0,004 (0,001 £0,019) (n=19) | 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
GUDCA 0,384 (0,050 +2,011) (n=50) | 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TUDCA * 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
UDCA * *
GUDCA-3S * 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TUDCA-3S * *
UDCA-3S 0,001 (0,001 £0,007) (n=14) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
GDCA 0,001 (0,001 £0,002) (n=25) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TDCA 0,001 (n=1) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
DCA * *
GDCA-3S 0,008 (n=1) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TDCA-3S 0,022 (0,011 +0,033) (n=7) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
DCA-3S 0,003 (0,001 +0,018) (n=17) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
GLCA * *
TLCA * 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
LCA 0,001 (0,001 £0,012)(n=50) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
GLCA-3S 0,003 (n=1) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
TLCA-3S 0,005 (n=1) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
LCA-3S 0,001 (0,001 +0,004) (n=24) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
GHCA 0,008 (0,001 +0,105) (n=50) 0,008 (0,003 0,266) (n=9)
THCA * *
HCA * 0,008 (0,003 0,266) (n=9)

* Tespit Edilemedi
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Tablo 4.8. LC-MS/MS yontemi ile elde edilen Kklasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin idrar profilleri

verileri.
Klasik Safra
Asitleri Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta
(umol/mmolCr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
GCA 0,008 0 0 0 0,016 | 0,146 0 0,005 | 0,008 | 0,007 | 0,003 | 0,266 | 0,006
TCA 0 0 0 0 0,034 | 0,023 0 0 0,227 | 0,282 0 0,155 | 0,019
CA 0,009 0 0 0 0,007 0 0 0 0 0 0,002 0 0
GCA-3S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TCA-3S 0,069 0 0 0 0,083 0 0 0 0 0,074 0 0 0
CA-3S 0,033 | 0,003 | 0,02 | 0,019 | 0,014 0 0 0,001 | 0,01 0 0,001 | 0,004 0
GCDCA 0,001 0 0 0,007 | 0,014 | 0,036 | 0,002 | 0,001 | 6,561 | 21,484 | 0,001 | 0,023 | 0,002
TCDCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0,999 | 0,743 0 0,005 0
CDCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GCDCA-3S 0,819 0 0 0 0,045 | 0,061 0 0 0,157 0 0 0 0
TCDCA-3S 2,073 0 0 0 0,072 | 0,099 | 0,05 | 0,004 | 0,059 0 0 0 0
CDCA-3S 0,003 | 0,003 | 0,025 | 0,005 | 0,02 | 0,004 | 0,002 | 0,001 0 0 0,001 | 0,009 | 0,008
GUDCA 0,165 | 0,321 0 0,662 | 4,38 | 44,975 | 2,757 | 0,433 | 43,342 | 80,857 | 0,197 | 21,698 | 1,13
TUDCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0,348 | 0,191 0 0,005 0
UDCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GUDCA-3S 0,003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TUDCA-3S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tablo 4.8. (Devam) LC-MS/MS ydntemi ile elde edilen klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin idrar
profilleri verileri.

Kl'a:,sl:ilizfra Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta
(umol/mmolCr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
UDCA-3S 0,008 | 0,002 | 0,018 | 0,006 | 0,015 0 0 0,001 0 0 0,001 | 0,004 | 0,005

GDCA 0,001 0 0 0 0,002 | 0,038 0 0,001 | 6,219 | 8,132 | 0,001 | 0,019 0
TDCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0,536 | 0,44 0 0,002 0
DCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GDCA-3S 3,624 0 0 0 0 0 0 0 0,086 0 0 0,009 0
TDCA-3S 4,84 0 0,077 0 0,186 | 0,252 | 0,13 0,02 0,251 0 0 0 0
DCA-3S 0,002 | 0,002 | 0,007 | 0,004 | 0,018 | 0,003 | 0,003 0 0,006 | 0,004 | 0,001 | 0,008 | 0,006
GLCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TLCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,008 0 0 0
LCA 0,002 | 0,007 | 0,013 | 0,022 | 0,174 | 0,026 | 0,014 | 0,004 | 0,02 | 0,044 | 0,003 | 0,005 | 0,06
GLCA-3S 0,003 0 0 0 0,558 0 0,085 0 0 0 0 0 0
TLCA-3S 0,005 0 0 0 1,094 | 0,33 | 0,086 | 0,009 | 0,11 0 0 0 0
LCA-3S 0,001 0 0,002 | 0,003 | 0,007 | 0,005 | 0,003 | 0,001 | 0,005 | 0,002 | 0,001 | 0,004 | 0,005
GHCA 0,009 | 0,005 0 0,011 | 0,038 | 0,068 | 0,005 | 0,044 | 0,612 | 0,394 | 0,016 | 0,186 | 0,018
THCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,899 0
TOPLAM 11,678 | 0,343 | 0,162 | 0,739 | 6,777 | 46,066 | 3,137 | 0,525 | 59,556 | 112,66 | 0,228 | 29,301 | 1,259
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS yontemi ile
analizi yapilan ve hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait veriler
Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir ve elde edilen veriler Tablo

4.9.”da karsilagtirilmistir.

Hastalara ait hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait
veriler Tablo 4.10.’da ayrintili sekilde verilmistir.

Tablo 4.9.LC-MS/MS yoéntemi ile elde edilen hidroksile safra asitleri grubunda yer
alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin ve saglikli bireylerin idrar
profilleri verilerinin karsilagtirilmasi.

Saglikli Kontrol Hasta

Hidroksile Safra Asitleri Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)

GCA-1p-ol * 0,007 (0,005+0,009) (n=2)
TCA-1p-ol * 0,154 (0,006+1,450) (n=8)
CA-1p-ol * *

GCA-6a-ol 0,007 (0,001+0,115) (n=16) 0,018 (0,002+0,491) (n=12)
CA-6a-ol 0,025 (0,014+0,044) (n=4) 0,013 (n=1)
CDCA-1p-ol 0,040 (n=1) 0,297 (0,128+0,467) (n=2)

* Tespit Edilemedi
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Tablo 4.10. LC-MS/MS yodntemi ile elde edilen hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin idrar

profilleri verileri.

Hidroksile Safra
Asitleri Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
(umol/mmolCr)
GCA-1p-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,005 0 0,009 0
TCA-1p-ol 0,007 0 0,149 0 0,253 0 0 0 0,099 0,16 0,006 0,264 1,45
CA-1p-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GCA-6a-ol 0,012 0,005 0,02 0 0,133 0,163 0,005 0,005 0,017 0,064 0,002 0,491 0,107
CA-6a-ol 0,013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CDCA-1p-ol 0 0,128 0 0 0 0 0 0 0,467 0 0 0 0
TOPLAM 0,032 0,133 0,169 0 0,386 0,163 0,005 0,005 0,583 0,229 0,008 0,764 1,557
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS yontemi ile
analizi yapilan ve 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait
veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir ve elde edilen veriler Tablo

4.11.”de karsilastiriimustir.

Hastalara ait 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine

ait veriler Tablo 4.12.’de ayrintili sekilde verilmistir.

Tablo 4.11.LC-MS/MS  yontemi ile elde edilen 3pB-hidroksi-A°-safra asitleri
grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarmin ve saglikli

bireylerin idrar profilleri verilerinin karsilastirilmasi.

3B-hidroksi-A®-safra
asitleri

Saglikli Kontrol
Medyan (Min-Max)

Hasta
Medyan (Min-Max)

G-A5-3B,70,120-(0H)3

0,002 (0,001+0,008) (n=9)

0,010 (0,002+0,090) (n=5)

T-A%-3B,7a,12a-(0H)3

0,004 (0,004+0,005) (n=2)

0,009 (0,005+0,014) (n=2)

A5-3B,70,120-(0H)3

0,010 (n=1)

0,950 (0,085+1,816) (n=2)

T-A%-3B,7a,120-(OH)3-3S

*

0,063 (0,051%0,075) (n=2)

A%-3B,70,120-(OH)3-3S

0,003 (0,001+0,018) (n=16)

0,026 (0,002+0,130) (n=9)

G-AS5-3p,7a-(OH)2

0,001 (0,001%0,026) (n=6)

0,006 (0,0034,394) (n=4)

T-A5-3p,7a-(OH)2

0,001 (0,001+0,004) (n=4)

0,017 (0,002+0,024) (n=4)

A%-3B,70-(OH)2

*

0,057 (n=1)

G-AS5-3p,7a-(OH)2-3S

*

0,018 (0,005+0,032) (n=2)

T-AS-3B,70-(OH)2-3S

0,002 (n=1)

*

AS-3B,7a-(OH)2-3S

0,001 (0,001+0,009) (n=20)

0,004 (0,001+14,549)(n=11)

G-AS5-3p-OH

0,001 (0,001+0,003) (n=19)

0,003 (0,001+0,006) (n=10)

T-AS-3B-OH

*

0,044 (0,011+0,078) (n=2)

AS-3-OH

*

0,287 (0,001+1,346) (n=4)

G-AS-33-OH-3S

0,012 (0,002+0,122) (n=38)

0,450 (0,007+0,008) (n=7)

T-AS-3B-OH-3S

0,001 (0,001+0,005) (N=7)

0,010 (0,001+0,193) (n=13)

AS-3B-OH-3S

0,002 (0,001+0,010) (n=19)

0,005 (0,001£0,011) (n=12)

A%-3B,120-(OH)2

*

*

* Tespit Edilemedi
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Tablo 4.12. LC-MS/MS yéntemi ile elde edilen 3B-hidroksi-A®-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin
idrar profilleri verileri.

3B-hidroksi-A°-safra
asitleri Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta | Hasta
(umol/mmolCr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
G-A®-3B,7a,12a-(0OH)3 0,09 0 0,022 0 0 0 0,01 0,003 0 0 0 0,002 0
T-A%-3B,7a,12a-(0OH)3 0 0 0 0,014 0 0 0 0 0 0 0 0,005 0
A3-3B,7a,12a-(0OH)3 1,816 0 0 0 0,085 0 0 0 0 0 0 0 0
T-A%-3B,7a,120-(OH)3-3S | 0,051 0 0 0 0 0,075 0 0 0 0 0 0 0
A®-3B,7a,12a-(0OH)3-3S 0,026 0 0,13 | 0,045 | 0,02 | 0,076 | 0,014 0 0 0,033 | 0,002 | 0,012 0
G-A®-3B,7a-(0H)2 4,394 0 0,005 | 0,008 0 0 0 0 0 0 0 0,003 0
T-A%-3pB,7a-(OH)2 0,011 0 0,024 | 0,023 0 0 0 0 0 0 0 0,002 0
A5-3B,7a-(OH)2 0,057 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G-A®-3B,7a-(0OH)2-3S 0 0 0 0 0,032 0 0 0 0 0 0 0,005 0
T-A3-3B,70-(0OH)2-3S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A5-3B,70-(0OH)2-3S 14,549 | 0,002 0,031 | 0,002 0,007 0,01 0 0,001 | 0,004 | 0,005 0 0,002 | 0,004
G-A5-3B-OH 0 0,002 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,005 0 0,001 0 0,006 | 0,001 0,001 | 0,005
T-AS-3B-OH 0 0 0 0 0,078 0 0 0 0 0 0 0,011 0
AS-3B-OH 0,001 0 0 0 1,346 0 0 0,141 0 0 0 0,434 0
G-AS-3B-OH-3S 0,007 | 0,011 | 0,069 | 0,045 | 0,057 0 0 0 0 0,098 0 0,042 0
T-A%-38-OH-3S 0,005 | 0,007 | 0,007 | 0,013 | 0,241 | 0,193 | 0,27 | 0,01 | 0,161 | 0,011 | 0,001 | 0,006 | 0,006
A®-3B-OH-3S 0,004 | 0,009 | 0,007 | 0,003 | 0,011 | 0,004 | 0,01 | 0,002 | 0,008 0 0,001 | 0,004 | 0,008
A®-3B,12a-(OH)2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOPLAM 21,011 | 0,031 | 0,298 | 0,156 | 1,781 | 0,363 | 0,161 | 0,158 | 0,173 | 0,153 | 0,005 | 0,529 | 0,023
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS yontemi ile
analizi yapilan ve 3-okzo-A*-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait
veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir ve elde edilen veriler Tablo

4.13.”de karsilastirimustir.

Hastalara ait 3-okzo-A*-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait

veriler Tablo 4.14.’de ayrintili sekilde verilmistir.

Tablo 4.13. LC-MS/MS yontemi ile elde edilen 3-okzo-A*-safra asitleri grubunda yer
alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin ve saglikli bireylerin idrar
profilleri verilerinin karsilastiriimasi.

Saglikli Kontrol Hasta

3-0kzo-A*-Safra Asitleri Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)

GCA-A4-3-0ne 0,003 (n=1) 0,004 (0,001+0,034) (n=6)
TCA-A4-3-0ne 0,004 (0,001+0,040) (n=6) 0,028 (0,005+0,240) (n=4)
CA-A4-3-0ne 0,004 (0,002+0,007) (n=4) 0,007 (0,001+0,025) (n=7)

GCDCA-A4-3-0one

0,002 (0,001%0,003) (n=2)

0,017 (0,002+0,107) (n=4)

TCDCA-A4-3-0ne

0,003 (0,002+0,004) (n=2)

0,031 (0,005+0,151) (n=4)

CDCA-A4-3-0ne

0,048 (0,00320,136) (n=9)

0,237 (n=1)

CA-A4,6-3-0ne

0,002 (n=1)

0,220 (0,022+0,904) (n=13)

CDCA-A4,6-3-0ne

0,004 (0,0030,004) (n=4)

0,022 (0,002+0,106) (n=3)




Tablo 4.14. LC-MS/MS yontemi ile elde edilen 3-okzo-A*-Safra Asitleri grubunda yer alan
profilleri verileri.
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safra asitlerinin kolestaz hastalarinin idrar

3-0kzo-A*-Safra

Asitleri Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
(umol/mmolCr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
GCA-A4-3-0ne 0,002 0,003 0 0,005 0 0 0 0 0,034 | 0,006 0 0,001 0
TCA-A4-3-0ne 0 0 0 0 0,048 0,24 0 0 0 0 0,008 0,005 0
CA-A4-3-one 0,001 0,004 0 0,015 0 0,025 0 0 0,025 0 0,001 0,007 0
GCDCA-A4-3-one 0,006 0 0 0 0 0,107 0 0 0,028 0 0 0,002 0
TCDCA-A4-3-one 0 0 0,05 0,013 | 0,151 0 0 0 0 0 0 0,005 0
CDCA-A4-3-0ne 0 0 0 0 0,237 0 0 0 0 0 0 0 0

CA-A4,6-3-0ne 0,124 0,163 0,307 0,214 0,223 0,904 0,22 0,027 0,589 0,322 0,022 0,045 0,437
CDCA-A4,6-3-0ne 0,002 0 0 0 0,106 0 0 0 0 0 0 0,022 0

TOPLAM 0,135 0,17 0,357 0,247 0,765 1,276 0,22 0,027 0,676 0,328 0,031 0,087 0,437
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Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin LC-MS/MS yontemi ile
analizi yapilan ve kisa-uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine
ait veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir ve elde edilen veriler

Tablo 4.15.’de karsilastirilmistir.

Hastalara ait kisa-uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine

ait veriler Tablo 4.16.’de ayrintili sekilde verilmistir.

Tablo 4.15. LC-MS/MS yontemi ile elde edilen kisa-uzun zincirli safra asitleri
grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin ve saglikli
bireylerin idrar profilleri verilerinin karsilagtirilmast.

Saglikli Kontrol Hasta
Kisa-Uzun Zincirli Safra Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)
Asitleri
nor-CA 0,006 (n=1) 0,007 (0,002+0,012) (n=2)
C27-DHCA 0,009 (n=1) 0,032 (0,006+0,059) (n=2)
C27-THCA * 0,039 (0,006+0,073) (n=2)

* Tespit Edilemedi
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Tablo 4.16. LC-MS/MS yoéntemi ile elde edilen kisa-uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarinin
idrar profilleri verileri.

Kisa-Uzun Zincirli Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
Safra Asitleri 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
(umol/mmolCr)
nor-CA 0 0 0 0 0,012 0 0 0 0 0 0 0,002 0
C27-DHCA 0 0 0 0 0,059 0 0 0 0 0 0 0,006 0
C27-THCA 0,006 0 0 0 0,073 0 0 0 0 0 0 0 0
TOPLAM 0,006 0 0 0 0,144 0 0 0 0 0 0 0,008 0
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4.5. GC-MS Yontemi ile Analizi Yapilan Safra Asitlerinin Standart

Dogrular

GC-MS cihazi ile yapilan Olglimlerde safra asit standartlarina ait standart
dogrularin belirlenmesinde kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol igin farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan 0,3-10,8 pg/mL arasinda degisen 5 standart
kullanilmistir. Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol standartlarinin standart
dogrular1 ve korelasyon Kkatsayilar1 (r> degerleri) Sekil.4.22., Sekil.4.23. ve
Sekil.4.24.’de verilmistir.

= 6.926843e-003% + 0.0
R"2 = 0.9881454
* R = 0.394055

Area Ratio

Inteinal Standard

Curve: Linear

i Origin: Force Through

- eighting Method: None

Mean RF : 5.538437e-003
RF SD : 0.0016300
RF %RSD : 30.51425

Sekil.4.22. Kolesterol standardinin GC-MS yontemi ile elde edilen standart dogrusu
ve 1? degeri.
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Area Ratio

= 1695193003 + 0.0
R"2=09366772
R = 0.39393384

Inteinal Standard

Curve: Linear

Origin: Force Thiough
eighting Method: None

Mezn RF : 1.306536e-003
RF 5D+ 0.0003321
RF %RSD : 25.41695

LB

T

|

T

T

T

L

Sekil.4.23. Kolestanol standardinin GC-MS yontemi ile elde edilen standart dogrusu

ve 1? degeri.

Area Ratio

Y = 5.7408382004X + 0.0
R"2= 09366808
R =0.9333402

Intenal Standard

Curve: Lingar

Origir: Force Thiough
eighting Method: None

Mean RF : 7.436907e-004
RF SD - 0.0002700
RF %RSD: 3601110

Sekil.4.24. 7-dehidrokolesterol standardinin GC-MS yontemi ile elde edilen standart

dogrusu ve r? degeri.
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4.6. GC-MS Yontemi ile Kolestaz Hastalarinin ve Kontrol Grubunun

Kolesterol, Kolestanol ve 7-Dehidrokolesterol Analiz Verileri

Kontrol grubundaki 50 saglikli bireyin ve 9 hastanin plazma 6rneklerinde GC
MS yontemi ile analizi yapilan Kkolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol’e ait
degerler pg/mL olarak hesaplanmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireyler arasinda yas farkliligini
belirlemek icin Bagimsiz Gruplar T testi kullanilmis ve yaslar arasinda anlamli bir

fark olmadig1 bulunmustur (p=0,135).

Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireyler arasinda cinsiyet farkliligini
belirlemek i¢in Bagimsiz Gruplar T testi kullanilmis ve yaslar arasinda anlamli bir

fark olmadig1 bulunmustur (p=0,594).

Kolestaz tanisi almig hastalar ile saglikli bireylerin kolesterol degerleri
arasinda farklilig1 belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve kolesterol

degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p=0,570).

Kolestaz tanisi almis hastalar ile saglikli bireylerin kolestanol degerleri
arasinda farkliligi belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmig ve kolestanol

degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p=0,099).

Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin 7-dehidrokolesterol
degerleri arasinda farklilig1 belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmis ve 7-
dehidrokolesterol degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,008).

Kolestaz tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylerin kolesterol, kolestanol ve
7-dehidrokolesterol  degerlerinin  karsilagtirilmast ~ Sekil.4.25., Sekil.4.26. ve
Sekil.4.27.’de verilmistir.
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Sekil.4.25. Kontrol grubunun ve hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen plazma
kolesterol diizeylerinin karsilastiriimasi (p=0,570).
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Sekil.4.26. Kontrol grubunun ve hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen plazma
kolestanol diizeylerinin karsilastirilmasi (p=0,099).
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Sekil.4.27. Kontrol grubunun ve hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen plazma
7-dehidrokolesterol diizeylerinin karsilastirilmasi (p=0,008).

Kontrol grubunun ve kolestaz hastalarinin GC-MS yontemi ile elde edilen
plazma kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol degerlerinin karsilastiriimasi
Tabo 4.17.’de verilmistir. Hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen plazma

kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol degerleri Tablo 4.18.’de verilmistir.

Tablo 4.17. Kontrol grubunun ve hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen
demografik 6zellikleri ve plazma kolesterol, kolestanol ve 7-
dehidrokolesterol degerleri.

Saglikli Kontrol Hasta
(Ortalama + Std.Sp)  (Ortalama * Std.Sp) P
9,85+ 4,65 7,11£6,35
Yas (n=46) (n=9) 0,135
. . 21:25 5:4
Cinsiyet K:E (n=46) (n=9) 0,594
Kolesterol 210 £ 66,54 219 + 46,64 0.570
(Hg/mL) (n=46) (n=9) ’
Kolestanol 2,68 +£0,99 3,55+1,85 0.099
(Hg/mL) (n=46) (n=9) '
7-Dehidrokolesterol 9,25+ 4,52 5,64 +5,16 0.008
(Hg/mL) (n=46) (n=9) ’




Tablo 4.18. Hastalarin GC-MS yontemi ile elde edilen plazma kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol degerleri.

Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
'?ﬁ;e/sntf[‘))' 211,23 | 255,39 | 161,17 | 171,00 | * 2558 | 277,07 | 272,89 | * | 15943 | * | 24135 | *
Kolestanol 543 | 795 | 416 | 344 * 272 | 3% | 172 * 3,47 * 2,77 *
(Mg/mL)
7-Dehidrokolesterol | » 65 | 633 | 1906 | 088 * 547 | 667 | 1837 | * 3,67 « | 485 *
(Mg/mL)
3B- 3B-
. HSD HSD
Teshis Eksikli | CTX | CTX | CTX - | Eksikli | T - - - -
gi gi

* Plazma Ornegi yok

100
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5. TARTISMA

Nedeni bilinmeyen kolestaz tanis1 almis bazi hastalarda safra asit sentez
yolaklarinda genetik mutasyonlar sonucu enzim fonksiyon bozukluklar1 tespit
edilmis ve bugiine kadar 9 farkli IEBAS tanimlanmistir. IEBAS tanis1 almig
hastalarin klinik 6zellikleri arasinda kolestaz, hepatomegali ve akolik gayta;
biyokimyasal 6zellikleri arasinda serum direkt bilirubin diizeyi > 2 mg/dL ve normal

seviyelerde toplam safra asit ve GGT degerleri yer almaktadir (66).

Hastalik erken yaslarda karaciger yetmezligine ve oliime dogru ilerleyebilir
veya ileri yillarda norolojik semptomlarla ortaya cikabilir. Son yillarda safra asidi
replasman tedavisi glindeme gelmistir ve erken tedavi icin erken tani Onemlidir.
Normal GGT, disiik plazma kolesterolii ve normal seviyede veya artmis
transaminazlar1 olan nedeni agiklanamayan kolestatik bireylerde hastaliktan

siiphelenilmelidir (74).

IEBAS’da tanimlanan bu biyokimyasal verilere ek olarak serum, safra ve
idrarda kolik ve kenodeoksikolik asit seviyelerinde azalma ile birlikte s6z konusu
enzim eksikliginin goriildiigii basamakta substratlarin karakteristik yapisini koruyan
atipik safra asitlerinin yiiksek konsantrasyonlar1 tespit edilmektedir. Bu ara
metabolitler rutin veya klasik yontemlerle tespit edilememektedir. Kdtle
spektrofotometrileri glinimuzde safra asidi sentezindeki atipik ara metabolitlerin ve
dolayisiyla ilgili basamakta gorevli enzim bozukluklarinin tespit edilmesinde en

uygun yontem olarak kabul edilmektedir (125).

Safra asitlerinin analizinde iyon degistirici kromatografi, gaz kromatografisi
(GC) ve elektron iyonizasyon kiitle spektrometresi (MS) yontemleri kullanilmistir.
Bu yontemlerin 6nemli bir dezavantaji, konjiige safra asitlerinin ayrilmasi ve gerekli
ucuculugun saglanmasi i¢in tiirevlendirmeye ihtiya¢ duyulmasidir. Daha sonra, hizli
atom bombardiman1 (FAB)-MS ve ardindan elektrosprey iyonizasyon (ESI) safra

asitlerinin analizinde kullanilmaya baglanmistir (214).

Dinyada sadece Japonya Tokyo’da bulunan “Junshin Clinic Bile Acid’

enstitisiinde Hiroshi Nittono (MD, PhD) direktorliigiinde kiitle spektrofotometrileri
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ile kapsamli bir sekilde safra asitlerinin analizi yapilmaktadir. Bu yontemde kuru
kagida emdirilmis az miktarda idrar 6rneginin yeterli olmasi1 6zellikle bebeklerde ve
kicik cocuklarda numune teminindeki zorluklar1 ortadan kaldirmasi bakimindan

oldukca 6nemlidir.

Bugiine kadar kurutulmus idrar Orneginin ndroblastom, insan papilloma
enfeksiyonu ve kongenital ¢esitli metabolik bozukluklarin teshis edilmesinde
kullaninminin etkinligi bildirilmistir ve bu nedenle IEBAS siiphesi varliginda
kurutulmus idrar 6rneginin kullanilmasmin giivenilir ve verimli bir sistem oldugu

degerlendirilmistir (215).

Calismamizda Japonya Tokyo’da bulunan ‘Junshin Clinic Bile Acid’
enstitiisiinde Hiroshi Nittono (MD, PhD)’nun kullandig1 yontem esas alinarak nedeni
aciklanamayan kolestaz hastalarinin kuru kagida emdirilmis idrar 6rneklerinde klasik
safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3p-hidroksi AS5-safra asitleri ve 3-0kzo-A4-
safra asitleri grubunda yer alan toplam 68 farkli safra asidi ara metaboliti
arastirtlmistir (215). IEBAS tanis1 almis hastalarin ¢alismaya dahil edilmesine
calisilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile diinyada sadece Japonya Tokyo’da gelistirilen
yontem referans alinarak 68 farkli safra asidi ara metaboliti LC-MS/MS yoOntemi ile
hedefli metabolomik bir analiz olarak kurulmustur. Kurutulmus idrar 6rnegi
kullanilarak LC-MS/MS ile safra asitlerinin taramasmin fizibilitesinin

degerlendirilmesi yapilmastir.

Calismaya kolestaz tanis1 olan 13 hasta dahil edildi. Hastalardan 2’si 3[-
hidroksi-HSD tanis1 almis 8 ve 15 yaslarinda erkekti. Calismamizda CTX tanisi alan
3 hasta bulunmaktaydi. Bu hastalardan 1’1 erkek ve 9 yasindaydi. CTX tanisi almisg
diger 2 hasta kiz ve kardesti. Kardeslerden biri 14, digeri 17 yasindaydi.

Bu caligmada bu iki hastalik grubunun kilinik ve biyokimyasal 6zellikleri ile

idrar safra asit profilleri ayrintil1 bir sekilde ele alinmigtir.
5.1. 3p-hidroksi-AS-steroid Dehidrogenaz Eksikligi

3B-hidroksi-A5-C27-steroid dehidrojenaz (3f-HSD) bozuklugu ilk ve en sik

bildirilen IEBAS tir. Steroid ¢ekirdeginde modifikasyonun kusurlu oldugu otozomal
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resesif bir durumdur. 33-HSD enzimi, 7a-hidroksikolesteroliin 3B-hidroksil kisminin
oksido-rediiksiyonu i¢in gereklidir. 7a-hidroksikolesterol 7a-hidroksi-4-kolesten-3-
on’a doniisiir. Enzimde bozukluk s6z konusu oldugunda, 3B-hidroksil-A5 yapisi
korunur, hem 7a-hidroksikolesterol hem de anormal C24 safra asitleri birikir (216).
Sonu¢ olarak 3f-hidrojen 3a-konfigiirasyonuna doniistiiriilemediginden, 3p3,7a-
dihidroksi-5-kolenoik asit ve 3pB,7a,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit birikir. C24 safra
asitlerinin C-3 pozisyonunda siilfat veya glisin ile konjugasyona ugrar (24). Idrar
safra asitlerinin analizi sonucunda anormal bir tablo ortaya c¢ikar. Primer safra
asitlerinin glisin ve taurin konjuge formlar1 diisiik seviyelerde ve dihidroksi ve
trihidroksi kolenoik asitlerin siilfat ve glikosiilfat ile konjuge formlar1 yiiksek

seviyelerde tespit edilir (113,125).

Calismaya dahil edilen 13 hastadan 1’i 3B-hidroksi-HSD tanis1 almis 8
yasinda erkekti. Klinik biyokimya degerleri ALT: 33 U/L (<39 U/L); AST: 55 U/L
(<51 U/L); GGT: 15 U/L (3-22 U/L); Direkt bilirubin: 0,11 mg/dL (0-0,2 mg/dL);
Indirekt bilirubin: 0,35 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin 0,46 mg/dL (0,3-1,2
mg/dL) olarak referans araliklarinda gbzlendi. Hastamiz kontrol i¢in basvurmus ve
safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit 2 hafta once kesilmisti. 2016
yilinda yurtdisina gonderilen 6rneklerden serum total safra asit diizeyleri normal,
idrar safra asitleri yorumu primer safra asit diizeylerinde diisiikliik, 3B-hidroksi-HSD
eksikligi ile uyumlu olarak gelmis ve bu dogrultuda 3p-hidroksi-HSD tanis1 almistir.
Herhangi bir sikayeti, akolik gaita, sarilik, kasinti, hepatomegali yoktu.

8 yasinda erkek hastanin hikayesi incelendiginde 40 giinliikken baslayan
sarilik, enjeksiyon sonrasi kas ig¢ine kanama, hepatomegali hikayesi goriilmektedir.
Otoimmun hepatit belirtegleri negatif, seruloplazmin normal bulunmustur. Siroz ve
karaciger yetmezligi olarak degerlendirilen hastanin karaciger biyopsisinde
parankimal dev hiicre olusumu, belirgin kolestaz, yaglanma, balonlagma
dejenerasyonu ve periselliiler fibrozisin saptandigi, morfolojik bulgularin bilyer
atreziyl digladigi goriilmiistiir. Siroz ve portal hipertansiyon tanisi ile hastanemize
basvuran hastanin ursodeoksikolik asit (ursofalk) tedavisi ile sariligi diizelmistir.

Ursodeoksikolik asit bagirsaktan kolesterol emilimini engellemekte, karacigerde
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kolesterol sentezini azaltmakta ve safraya kolesterol atilimini azaltict etkiler

gostermektedir (217).

2015’te hastanemizde degerlendirilen hastanin GGT degerinin normal olmast,
anne-baba akrabalig1 (hala-day1 ¢cocuklari), kardes karaciger transplantasyon oykiisii
olmasi ve ursodeoksikolik asitten yarar gdrmesi {izerine ilk planda safra asit sentez
bozuklugu diisiiniilerek yurtdisina serum ve idrar safra analizleri i¢in numune
gonderilmistir. Serum total safra asit diizeyleri normal, idrar safra asitleri yorumu
primer safra asit diizeylerinde diistikliik, 3B-hidroksi-HSD eksikligi ile uyumlu
olarak gelmistir. ABCBI11 gen dizi analizinde mutasyon saptanmamistir. ABCBI11
geni safra tuzunu hiicre digina tastyan bir pompadir (BSEP) (83). 2017 yilinda safra
asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit baglanmistir. Hastamizdan c¢alisma ig¢in

ornekler alinmadan 2 hafta 6nce ursodeoksikolik asit tedavisi kesilmisti.

IEBAS tanis1 almis hastalarin  klinik  Ozellikleri arasinda nedeni
aciklanamayan kolestaz, hepatomegali ve akolik gayta; biyokimyasal 6zellikleri
arasinda serum direkt bilirubin diizeyi > 2 mg/dL ve normal seviyelerde toplam safra
asit ve GGT degerleri yer almaktadir (66). Hastamizda 2015’te hastanemizde
degerlendirilme sirasinda direkt bilirubin 0,48 mg/dL (0-0,2 mg/dL) yiiksek ve diger
biyokimyasal verileri normal olarak bulunmustur. Veriler 3B-hidroksi-HSD

eksikliginde paylasilan bulgularla benzerlik gostermektedir (218).

Al-Hussaini AA ve ark, 2017 yilinda 3p-hidroksi-HSD tanisi almig 11 hastayi
dahil ettikleri ¢alismada hastalarin biyokimyasal parametrelerinin (ALT, GGT, Total
bilirubin ve Direkt bilirubin) kolestaz tanis1 igin literatiirlerde tanimlanan

parametrelerle uyumlu oldugu goriilmiistiir (219).

Ursodeoksikolik asit tedavisi kesilmis durumda alinan idrar Orneklerinde
yaptigimiz safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit
profilinin 3fB-hidroksi-A5-safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra
asit degeri 32,86 (%100) ve 3pB-hidroksi-A5-safra asitleri 21,01 (%63,9) olarak
bulundu. 3B-hidroksi-A5-safra asitlerinden sonra baskin olan safra asit tiirii klasik
safra asitleri (11,68(%35,5)) grubuydu. Murai T ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada 3p-
hidroksi-HSD tanisi almis 2 hastanin idrar safra asit profilleri LC-MS/MS teknigi ile
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analiz edilmis ve bulgularimizla uyumlu olarak 3p-hidroksi-A5-safra asitleri

grubunda yer alan safra asitlerinin ylksek degerleri tespit edilmistir (220).

3B-hidroksi-HSD tanist almis hastamizda 3p-hidroksi-A5-safra asitleri
grubunda yer alan A5-3p,70-(OH)2-3S (14,549 pumol/mmolCr), G-A®-3B,7a-(0OH),
(4,394 pmol/mmolCr) ve A®-3,70,12a-(OH); (1,816 pmol/mmolCr) ara
metabolitlerinin yiiksek seviyeleri tespit edilmistir. Verilerimizle uyumlu olarak 3p3-
hidroksi-HSD tanis1 almis 11 hastanin dahil edildigi ¢calismada da idrarda bu eksiklik
igin karakteristik metabolitler olan 3p,7a-dihidroksi-5-kolenoik asit ve 3f,7a,120-

trihidroksi-5-kolenoik asitlerin varligi tespit edilmistir (219).

Bu enzim eksikliginde hem 7a-hidroksikolesterol hem de 3B-hidroksi-AS
yapisin1 koruyan C24 safra asitlerinin birikimi goriilmektedir (216). Eksikliginde
biriken 7a-hidroksikolesterol C24 safra asitlerine (33,7a-dihidroksi-5-kolenoik asit
ve 3PB,7a,12a-trihidroksi-5-kolenoik asit) doniistiiriiliir ancak A5 pozisyonundaki ¢ift
bag indirgenemez. Bu doymamis C24 safra asitleri ¢ogunlukla C3 konumunda
siilfatlanir ve kismen de glisin ile konjugasyona ugrar. Buna ek olarak A5-3B-C27
safra asitlerinin konjuge olmayan formlar1 da tespit edilebilmektedir (24). Ayrica 3f-
hidroksi-A®-C27-steroid dehidrogenaz (HSD3B7) eksikligi olan hastalarin cogunda
idrarda tiim major safra asit bilesenleri siilfatlanmistir (78). Bu bilgilerle uyumlu
olarak LC-MS/MS yo6ntemi ile yaptigimiz idrar analizi sonucunda 3B-hidroksi
dehidrogenaz eksikligi tanis1 almis hastamizda, AS5-dihidroksi ve trihidroksi, 3.
karbondan siilfatlanmis, konjuge ve konjuge olmayan C24 safra asitleri ve major
gliko ve tauro-kenodeoksikolik asitler ile gliko ve tauro-deoksikolik asitlerin 3.
karbondan siilfatlanmis formlar1 ¢ok yiliksek bulunmustur. Ayrica tim safra asit
kolanoidleri stilfatlanmis formda tespit edilmistir. Bu bulgular literatiirlerde yer alan

sonuclarla kiyaslandiginda ¢alismamizi desteklemektedir.

Calismaya dahil edilen 13 hastadan bir diger hasta 3B-hidroksi-HSD tanisi
almig 15 yasinda erkekti. Klinik biyokimya degerleri ALT: 23 U/L (<39); AST: 23
U/L (<51); GGT: 22 U/L (3-22); Direkt bilirubin: 0,17 mg/dL (0-0,2 mg/dL);
Indirekt bilirubin: 0,53 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin 0,70 mg/dL (0,3-1,2

mg/dL) olarak referans araliklarinda gézlendi. Hastamiz kontrol i¢in bagvurmus ve
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safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit almaktaydi. 2017 yilinda
yurtdisina gonderilen orneklerden 3pB-hidroksi-HSD  eksikligi tanist  almustir.
Herhangi bir sikayeti, akolik gaita, sarilik, kasinti, hepatomegali yoktu.

15 yasinda erkek hastanin hikayesi incelendiginde 2 ayliktan itibaren nedeni
tespit edilemeyen neonatal kolestatik hepatit 6n tanisi ile izlenlendigi ve ALT, AST,
direkt bilirubin yiiksek, GGT nin normal saptandig1 goriilmiistiir. Ursodeoksikolik
asit tedavisi baslanmis. Bir yil sonra sariligi gecip, laboratuvar testleri normale
donmiis. 2 yasinda karaciger biyopsisi yapilmis hafif siddette kronik hepatit, evre 3
fibrozis tespit edilmis. 2016°da yapilan karaciger biyopsisi kronik hepatit ile uyumlu
olarak degerlendirilmistir. Anne-baba 2. dereceden akrabadir. 2017°de hastanemizde
degerlendirilen hastanin GGT degerinin normal olmasi, anne-baba akrabaligi (2.
derece) ve ursodeoksikolik asitten yarar gormesi Uzerine ilk planda safra asit sentez
bozuklugu diisiiniilerek yurtdisina serum ve idrar safra analizleri i¢in numune
gonderilmistir. Sonug 3p-hidroksi-HSD eksikligi ile uyumlu olarak gelmistir. 2017

yilinda safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit baglanmistir.

Yaptigimiz idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan
safra asit profilinin klasik safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra
asit degeri 0,72 (umol/mmolCr) (%100), klasik safra asitleri 0,53 (umol/mmolCr)
(%73,4), 3B-hidroksi-A5-safra asitleri 0,158 (umol/mmolCr) ve 3-okzo-A4-safra

asitleri 0,027 (umol/mmolCr) olarak bulundu.

Hastanin 3B-hidroksi-A5-safra asitleri grubunda yer alan monohidroksi safra
asitlerinin di- ve trihidroksi safra asitlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ozellikle 3B pozisyonundan hidroksillenmis monohidroksi safra asidi yiiksekti.
Oksisterol-7a-hidroksilaz (CYP7B1) alternatif/asidik yolda goérevli enzimdir ve
eksikliginde idrarda 3p pozisyonunda monohidroksi safra asidi metabolitleri artar.
3pB-hidroksi-5-kolestenoik asit, 7a- konumunda hidroksilasyona ugrayamaz ve 3f,7a-
dihidroksi-5-kolestenoik asit olusamaz. Artan monohidroksi safra asitleri
klasik/nétral yolun ilk enzimi olan kolesterol 7a-hidroksilaz enzimini baskilar ve
primer safra asitlerinin klasik yolla sentezini durdurur. Bu nedenle bu hastalarda
klasik safra asitleri diisiiktiir. Bu verilerle uyumlu olarak hastada 0,53 pmol/mmolCr

olarak tespit edilen deger, hastanin ursodeoksikolik asit alimma bagli olarak artan
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GUDCA (0,433 umol/mmolCr) degeridir (142, 221). Primer safra asitlerinin
sentezlenememesi safra akisini engellemektedir. Bu bulgu ile birlikte 3p3-hidroksi-AS
yapisindaki monohidroksi safra asitlerinin varlig1 yiiksek derecede hepatotoksiktir ve
hastanin hikayesindeki neonatal kolestatik hepatiti ve o donemdeki ALT, AST, direkt
bilirubin yiiksekligini agiklamaktadir. Bulgularimiz literatiirde belirtildigi gibi asidik
yolagin neonatal donemde 6nemini de vurgulamaktadir. GC-MS analizinde hastanin
plazma 7-dehidrokolesterolii yiiksek bulunmustur. Sterollerin 70- konumunda
hidroksilasyonu, oksisterol-7a-hidroksilaz olmamasi ve kolesterol 7a-hidroksilazin

baskilanmasi nedeniyle gerceklesemediginden 7-dehidrokolesterol yiiksek beklenir.

Oksisterol-7a-hidroksilaz  eksikliginde tanimlanan klinik biyokimyasal
verilerle uyumlu olarak hastada ALT, AST, direkt bilirubin yiiksek, GGT normal
degerdedir (31). Hastamizin biyokimya, idrar safra asitleri ve kan metabolitleri
sonuclart ~ 3B-hidroksi-HSD  tanis1  yerine oksisterol-7a-hidroksilaz  tanisini
desteklemektedir. Ursodeoksikolik asit tedavisi kesildikten sonra alman idrar
orneginde Ol¢iim degerli olacaktir. Hastanin ursodeoksikolik asit kesildikten sonra
idrar safra asitleri ve kan metabolitleri analizi yapilmasi ve mutasyon analizinin
oksisterol-7a-hidroksilaz tanist yoniinde olmasi igin klinisyenlerle goriisiilmesi

planlanmustir.

Klinik durumun gostergesi olan biyokimyasal parametreler ile birlikte idrar
safra asit metabolitleri ve kan metabolitleri hastaligin ilerlemesi veya tedaviye yanit
olarak zamanla degismektedir. Bu nedenle, mevcut klinik durumun teshisi, hastaligin
baslangicinda en uygun terapdtik stratejiyi segmek igin gereklidir. Bununla birlikte
hastanin durumundaki degisikliklere bagli olarak klinik durumun sik sik

degerlendirilmesi de gerekmektedir (222).
5.2. Sterol 27-Hidroksilaz Eksikligi

Sterol 27-hidroksilaz enzimi hem klasik/nétral yol hem de asidik/alternatif
yolda gorev alan, CYP27A1 geni tarafindan kodlanan ve sterollerin C27
pozisyonunda hidroksillenmesinden sorumlu mitokondriyal bir enzimdir (85).
Eksikligi ilerleyici norolojik fenotip ile karakterize edilen ve otozomal ressesif bir

bozukluk olan CTX’e neden olur. Yasamin ilk yillarinda (bebeklik ve ¢ocukluk
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doneminde) goriilen semptomlar arasinda yenidogan kolestazi, diyare, bilateral
katarakt ve gelisimsel gecikme sayilabilir. Ergenlik ve sonraki donemlerde tendon
ksantomlari, piramidal ve serebellar bulgular, periferik néropati ve demans dahil

olmak Uzere noropsikiyatrik sesmptomlar gozlenir (223,224).

Sterol 27-hidroksilaz eksikligi sonunda asidik/alternatif yol tamamen bloke
olurken klasik/nétral yol 5B-kolestan-3a,7a,12a-triol basamaginda bloke olur. Bunun
sonucunda da safra asitleri ara metabolitlerinde artis goriiliirtken yolun sonunda
sentezlenen primer safra asitlerinin sentezi azalir. 7a-hidroksi-4-kolestan-3-one ve
kolesterol dokularda ve ksantomlarda kolestanol haline doniisiir. CTX hastalarinda

gorulen patolojik durumlara kolestanoliin neden oldugu diisiiniilmektedir (225,226).

Sterol 27-hidroksilaz basamagindaki blokaj nedeniyle biriken 3a,7a,12a-
kolestan-5B-triol metaboliti mikrozomal 23-, 24-, 25-hidroksilazlar aracilifiyla ayrica
hidroksilasyona ugrar. Olusan safra alkollerinin son olarak glukuronidasyonu ile 5B-
kolestan-3a,7a,120, (23 veya 24), 25-pentol glukuronid CTX hastalarinin idrarinda
tespit edilen metabolittir (98).

Kolestanol diizeylerinin tek basina CTX tanisinda yeterli olamayacagi ve bazi
karaciger hastaliklarinda da plazmada tespit edilebilecegi yoniinde goriisler de
bulunmaktadir (227). Bu nedenle rutin olarak kullanilmamasina ragmen CTX
tanmisinin konulmasinda 7-dehidrokolesterol ve 8-dehidrokolesterol gibi kolesterol

onculerinin de plazma dlzeyleri tespit edilmektedir (228).

Bu calismada da c¢alismaya dahil edilen kontrol gruplarinin ve hastalarin
plazma orneklerinde kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol duzeyler GC-MS

yontemi ile gergeklestirilmistir.

Calismamizda CTX tanist alan 3 hasta bulunmaktaydi. Bu hastalardan 1’1
erkek ve 9 yasindaydi. Klinik biyokimya degerleri ALT: 16 U/L (<39 U/L); AST: 24
U/L (<51 U/L); GGT: 12 U/L (3-22 U/L); Direkt bilirubin: 0,15 mg/dL (0-0,2
mg/dL); Indirekt bilirubin: 0,54 mg/dL (0-1,2 mg/dL); ve Total bilirubin: 0,69 mg/dL
(0,3-1,2 mg/dL) olarak referans araliklarinda gozlendi



109

9 yasinda erkek hastanin hikayesi incelendiginde 3,5 yasinda ndbet gecirerek
hastanemize bagvurdugu ve takiben gelisme geriligi, kazanilmis becerilerin kaybi
oldugu gorilmistir. Dis merkezde Olcllen kolestanol ve 7-dehidrokolesterol
diizeyleri yiiksek bulunmustur. Klinik semptomlar1 Serebellar Vakuolizasyonlu
Serebrotendindz Ksantomatozis ile uyumlu olarak not edilmistir. Hastanin dig
merkezde yapilan CYP27A1 geni kodlayan diziye ait ekzon 1-9 bdélgelerinin dizi
analizi sonucunda ¢.508_509ins16, p.E170Vfs*16 mutasyonu (Kodlayan dizinin 508
ve 509. pozisyonlar1 arasinda 16 niikleotidlik insersiyon gergeklesmistir. Proteinin
170. pozisyonunda 16 niikleotidlik insersiyon ile kalip kaydiran mutasyon 16 kodon
sonra dur kodonuna neden olmaktadir) ve delesyon mutasyonu heterozigot olarak

saptanmistir. Kenodeoksikolik asit baglanmistir.

Yaptigimiz idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan
safra asit profilinin klasik safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra
asit degeri 0,68 pmol/mmolCr (%100) olarak tespit edildi. Klasik safra asitleri 0,34
umol/mmolCr (%50,7) ve bu grupta yer alan GUDCA degeri ise 0,321
umol/mmolCr olarak bulundu. GUDCA degeri hastanin kenodeoksikolik asit
kullanimina bagli olarak ytiksekti.

Sterol 27-hidroksilaz enzim eksiliginde asidik/alternatif yolun tamamen bloke
olmasi nedeniyle safra asit sentezi klasik/notral yol lizerinden devam eder. Bu yolda
enzim 3a,7a,120-kolestan-5B-triol ara metabolitini substrat olarak kullanir ve

reaksiyonlar bu sentez basamagina kadar devam eder (225,226).

Bu hastada da 3-okzo-A4-safra asitleri 0,17umol/mmolCr, hidroksile safra
asitleri 0,133 pmol/mmolCr ve 3pB-hidroksi-AS-safra asitleri 0,031 pmol/mmolCr
olarak bulundu. 3-okzo-A4-safra asitlerinden CA-A4,6-3-one 0,163pmol/mmolCr
olarak yuksekti. Bu bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikligi
nedeniyle bloke oldugunu ve istiinde bu 3-0kzo-A4-safra asitleri grubunun birikim
yaptigin1 bize gostermektedir. Hidroksilasyon nedeniyle hidroksi (safra alkolleri)

safra asitlerinde artis uyumludur.

CTX tanist almis diger 2 hasta kiz ve kardesti. Kardeslerden biri 14 digeri 17
yasindaydi. 14 yasindaki kiz kardesin klinik biyokimya degerleri ALT: 13 U/L (<39
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U/L); AST: 20 U/L (<51 U/L); GGT: 9 U/L (3-22 U/L); Direkt bilirubin: 0,20 mg/dL
(0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 0,41 mg/dL (0-1,2 mg/dL) Total bilirubin: 0,51
mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak referans araliklarinda gézlendi.

14 yasinda kiz hastanin hikayesi incelendiginde 2. simiftayken okuma
yazmay1 0grenememesi nedeniyle doktora bagvurdugunda bilateral katarakt tespit
edilerek 8 yasinda katarakt ameliyat1 olmustur. Katarakt CTX hastalarinda belirgin

bir bulgudur. D1s merkezde 6lgiilen kolestanol degeri yiiksek bulunmustur.

17 yasindaki kiz kardesin klinik biyokimya degerleri ALT: 14 U/L (<39
U/L); AST: 26 U/L (<51 U/L); GGT: 6 U/L (3-22 U/L); Direkt bilirubin: 0,09 mg/dL
(0-0,2 mg/dL); indirekt bilirubin: 0,31 mg/dL (0-1,2 mg/dL); Total bilirubin: 0,40
mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak referans araliklarinda gézlendi.

17 yasinda kiz kardesin hikayesi incelendiginde 3. simiftayken okuma
yazmay1 0grenememesi nedeniyle doktora bagvurdugunda bilateral katarakt tespit
edilerek 12 yasinda katarakt ameliyatt olmustur. Dis merkezde Olciilen kolestanol

degeri yiiksek bulunmustur.

Bu 2 CTX hastasinin biyokimyasal parametreleri incelendiginde ALT ve
GGT diizeylerinin normal oldugu goriilmektedir. Bu veriler Sasamura A ve ark.’nin

CTX tanist almis hasta ile yaptigi calisma ile uyumluydu (229).

Her iki kardesin anne-baba akrabaligi (hala-day1 ¢ocuklari) mevcuttu. 14 ve
17 yaslarindaki kiz kardeslerin dis merkezde yapilan CYP27A1 geni kodlayan diziye
ait ekzon 1-9 bdlgelerinin dizi analizi sonucunda p.A216P (c.646 G>C)
(rs201346271) mutasyonu homozigot olarak saptanmistir. (Kodlayan dizinin 646.
pozisyonunda Guanin niikleotiti Sitozine doniismiistiir. Bu degisim proteinin 216.
pozisyonunda Alanin aminoasiti yerine Prolin girmesine yol agmistir. Bu mutasyon
HGMD veri tabaninda Serebrotendindz ksantomatozis olarak bildirilmistir. Her iki

kardes CTX tanisi alarak kenodeoksikolik asit baglanmuistir.

14 yasinda kiz hastanin yapilan idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi
sonucunda baskin olan safra asit profilinin 3-0kzo-safra asitleri oldugu tespit edildi.

Hastanin toplam safra asit degeri 0,99 pmol/mmolCr (%100) ve 3-okzo-safra asitleri
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0,36 pmol/mmolCr (%36,2) olarak bulundu. 3-okzo-safra asitlerinden sonra baskin
olan safra asit tiirii 3B-hidroksi-AS-safra asitleri 0,30 pmol/mmolCr (%30,2)
gurubuydu. Bu bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikligi nedeniyle
bloke oldugunu ve lstiinde bu 3-0kzo-A4-safra asitleri grubunun birikim yaptigini

bize gbstermektedir.

17 yasindaki kiz kardesin yapilan idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi
sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra asitleri oldugu tespit edildi.
Hastanin toplam safra asit degeri 1,14 pmol/mmolCr (%100) ve klasik safra asitleri
0,74 pmol/mmolCr (%64,8) olarak bulundu. Klasik safra asitlerinden sonra baskin
olan safra asit turl 3-okzo-safra asitleri 0,25 pmol/mmolCr (%21,6) grubuydu. Bu
bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikligi nedeniyle bloke oldugunu
ve (stinde bu 3-0kzo-A4-safra asitleri grubunun birikim yaptigin1 bize

gostermektedir.

Diger CTX hastast ile uyumlu olarak bu iki hastada da klasik/n6tral yolda
30,7a,12a-kolestan-5B-triol metabolitinin olusumuna kadar reaksiyonlar gerceklesir.
Bu basamaklarda gorev alan HSD3B7, CYP8B1 ve AKR1D1 enzimlerinin katalizi

ile olusan metabolitler idrarda tespit edilmistir.

CTX hastalarinin iiclinde de toplam safra asitleri diisilk bulunmustur. Bunun
nedeni sterol 27-hidroksilaz enzim eksikliginde alternatif/asidik yolun tamamen
bloke olmasi ve primer safra asit sentezinin sadece klasik yol (zerinden devam
etmesidir (221).

Hidroksile safra asitleri, 3p-hidroksi-A5-safra asitleri ve 3-okzo-A4-safra
asitlerinin toplam safra asitlerine oranina bakildiginda 3 hastada da farklilik
gostermektedir. Ilk CTX hastamizda klasik safra asitlerinden sonra oransal olarak en
fazla 3-0kzo-A4-safra asitleri yer almaktadir. Ayni1 gen bdlgesinde homozigot
mutasyona sahip olan CTX tanist almis kardeslerde ise 3f-hidroksi-A5-safra asitleri
ve 3-0kzo-A4-safra asitlerinin toplam safra asitlerine orani farklilik gdstermektedir.

Hidroksile safra asitleri ise 17 yasindaki kardeste tespit edilememistir.
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Hastalarda bu farkliligin nedeni sterol 27-hidroksilaz enzim basamagina
kadar gergeklesen reaksiyonlarda gorev alan enzimlerin aktivitelerinin devam etmesi

ve bireysel farkliliklar olabilir.

CTX tanis1 almis hastalarin plazma kolestanol diizeylerinin GC-MS ydntemi
ile belirlendi. CTX tanis1 almis 2 numarali hastanin kolestanol diizeyi 7,95 pg/mL
olarak tespit edildi. Bu deger saglikli kontrol verileri ile karsilagtirildiginda yiiksekti.
Bu hastanin dis merkezde yapilan kolestanol diizeyi ile karsilastirildiginda bizim

sonucumuz ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

CTX tanis1 almis kardeslerin plazma kolestanol diizeyleri ise sirasiyla 4,16
pg/mL ve 3,44 pg/mL olarak tespit edildi. Bu veriler de saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda yiiksekti.

Saglikli bireylerde plazma kolestanol degerinin iist smirinin referans
araliginin 7-11 pg/mL arasinda degistigi bildirilmistir (230). Ancak kesin referans
aralig1 tanimlanmadigl i¢in ¢alismamizda saglikli kontrollerin plazma kolestanol

diizeyleri dikkate alinmistir.

Clayton ve ark. 2002 yilinda 6 CTX tanis1 almis hasta ile yaptiklar1 calismada
plazma kolestanol degerleri yiiksek bulunurken plazma kolesterol degerleri normal
degerler arasinda tespit edilmistir. Bu c¢alismada plazma kolestanol degerinin
referans araligi 3,3-12,5 pmol/L ve plazma kolesterol degerinin referans araligt 2,6-
5,2 mmol/L olarak belirlenmistir (85). CTX hastalarinda kolesterol plazmada normal

veya diisiik ve dokularda birikimi gézlenmektedir.

Calismaya dahil edilen 5 numarali hasta 9 aylik bebekti. Hastanin hikayesi
incelendiginde dogduktan 2 giin sonra baslayan sarilik goriilmektedir. Fototerapi
verilmis ancak fayda goriilmemis. 2019 yilinda hastanemiz basvurusunda yapilan
tetkiklerinde transaminazlar1 yiiksek saptanmis ancak karaciger enzimlerinin
yiiksekligine bagli bir anormallik saptanmamistir. Kisa siireli Ursofalk kullanilmig
ancak faydasi olmamis. Hastanin klinik biyokimya degerleri ALT: 120 U/L (<60);
AST: 171 U/L (<56); GGT: 60 U/L (12-122); Direkt bilirubin: 3,60 mg/dL (0-0,2
mg/dL); Indirekt bilirubin: 0,53 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 3,49 mg/dL



113

(0,3-1,2 mg/dL) olarak gozlendi. Hastanin ALT, AST, Direkt bilirubin ve Total
bilirubin degerleri yiiksekti. GGT referans degerler araligindaydi. Yaptigimiz idrar
safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik
safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 9,85
pmol/mmolCr (%100), Kklasik safra asitleri 6,78 pmol/mmolCr (%68,9), hidroksile
safra asitleri 0,39 pumol/mmolCr (%3,9), 3p-hidroksi-A5-safra asitleri 1,79
pumol/mmolCr (%18,1) ve 3-okzo-A4-safra asitleri 0,77umol/mmolCr (%7,7) olarak
bulundu. Oksisterol-7a-hidroksilaz ile uyumlu olarak hastanin 3p-hidroksi-A5-safra
asitleri grubunda monohidroksilli safra asidi yiksek gozlendi. Fakat primer ve
sekonder safra asitlerinin varligi nedeniyle safra asit metabolizma bozuklugu

diistiniilmemistir.

Calismaya dahil edilen 6 numarali hasta 5 aylik bebekti. Hasta beslenme
sonrast kusma sikayetiyle hastanemize bagvurmus. Anne siitii ve mama ile
besleniyormus. Diizenli ursodeoksikolik asit (Ursoactive) tedavisi alan hastanin
klinik biyokimya degerleri ALT: 69 U/L (<39); AST: 59 U/L (<56); GGT: 94 U/L
(12-122); Direkt bilirubin: 0,20 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 0,41 mg/dL
(0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin 0,61 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak godzlendi.
Hastanin klinik biyokimyasal verilerinde ALT ve AST degerleri disinda tiim
degerleri referans aralifinda oldugu tespit edildi. Yaptigimiz idrar safra asitlerinin
LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra asitleri
oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 47,87 pmol/mmolCr (%100),
klasik safra asitleri 46,07 pumol/mmolCr (%96,3), hidroksile safra asitleri 0,16
umol/mmolCr (%0,3), 3B-hidroksi-A5-safra asitleri 0,36 pumol/mmolCr (%0,7) ve 3-
okzo-A4-safra asitleri 1,28 pmol/mmolCr (%2,7) olarak bulundu. Hastada safra asit
sentez bozukluguna iligkin bir bulguya rastlanmamistir. Ursodeoksikolik alimina

bagli olarak idrarda klasik safra asitleri ¢ok yiksek diizeyde tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen 7 numarali hasta 12 yasinda erkekti. Hastanin klinik
biyokimya degerleri ALT: 127 U/L (<39); AST: 53 U/L (<56); GGT: 58 U/L (3-22);
Direkt bilirubin: 0,18 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 0,57 mg/dL (0-1,2
mg/dL) ve Total bilirubin 0,75 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gézlendi. Yaptigimiz

idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin



114

klasik safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 3,52
pmol/mmolCr (%100), klasik safra asitleri 3,14 pmol/mmolCr (%89,2), hidroksile
safra asitleri 0,01 pmol/mmolCr (%0,1), 3B-hidroksi-A5-safra asitleri 0,16
pumol/mmolCr (%4,5) ve 3-okzo-A4-safra asitleri 0,22 pumol/mmolCr (%6,2) olarak

bulundu. Hastada safra asit sentez bozukluguna iligkin bir bulguya rastlanmamugtir.

Calismaya dahil edilen 9 numarali hasta 8 aylik bebekti. Hastanin klinik
biyokimya degerleri ALT: 86 U/L (<39); AST: 281 U/L (<56); GGT: 66 U/L (1-39);
Direkt bilirubin: 17,98 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 7,09 mg/dL (0-1,2
mg/dL) ve Total bilirubin 25,07 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gézlendi. Hastanin
biitiin biyokimyasal verilerinin yiiksek oldugu tespit edildi. Yaptigimiz idrar safra
asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra
asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 60,99 umol/mmolCr
(%100), Kklasik safra asitleri 59,56 umol/mmolCr (%97,7), hidroksile safra asitleri
0,59 pumol/mmolCr (%0,9), 3p-hidroksi-A5-safra asitleri 0,17 pmol/mmolCr (%0,3)
ve 3-okzo-A4-safra asitleri 0,68 pmol/mmolCr (%1,1) olarak bulundu. Hastanin
yiikksek bulunan GUDCA degerinin ursodeoksikolik asit alimma bagli oldugu
diistintildii. Hastada safra asit sentez bozukluguna iliskin belirgin bir bulguya

rastlanmamustir.

Calismaya dahil edilen 10 numarali hasta 1 yasinda bebekti. Hastanin klinik
biyokimya degerleri ALT: 67 U/L (<39); AST: 164 U/L (<56); GGT: 40 U/L (4-22);
Direkt bilirubin: 3,11 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 2,31 mg/dL (0-1,2
mg/dL) ve Total bilirubin 5,42 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gozlendi. Hastanin
biitiin biyokimyasal degerlerinin yiiksek oldugu tespit edildi. Yaptigimiz idrar safra
asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra
asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 113,37 pmol/mmolCr
(%100), klasik safra asitleri 112,67 pmol/mmolCr (%99,4), hidroksile safra asitleri
0,23 umol/mmolCr (%0,2)3p-hidroksi-A5-safra asitleri 0,15 pmol/mmolCr (%0,1)
ve 3-0kzo-A4-safra asitleri 0,33 pumol/mmolCr (%0,3) olarak bulundu. Hastanin
yiikksek bulunan GUDCA degerinin ursodeoksikolik asit alimma bagli oldugu
diistintildii. Hastada safra asit sentez bozukluguna iliskin belirgin bir bulguya

rastlanmamustir.
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Calismaya dahil edilen 11 numarali hasta 8 yasindaydi. Hasta karin agrisi
sikayetiyle 2019 yilinda hastanemize bagvurmus ve kabizlik tanisi1 konulmus. Karin
agrisi, ishal, mide bulantisi, kusma sikayeti olmayan hasta Dulcosoft tedavisi
baslanmis. Hastanin klinik biyokimya degerleri ALT: 16 U/L (<39); AST: 31 U/L
(<56); GGT: 12 U/L (4-22); Direkt bilirubin: 0,20 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt
bilirubin: 1,12 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 1,32 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL)
olarak gozlendi. Hastanin biyokimyasal degerlerine bakildiginda biitiin degerlerin
referans araliginda oldugu tespit edildi. Yaptigimiz idrar safra asitlerinin LC-MS/MS
analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra asitleri oldugu tespit
edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 0,27 pmol/mmolCr (%100) olarak ¢ok
diisiik degerde tespit edildi. Klasik safra asitleri 0,23 pmol/mmolCr (%383,8),
hidroksile safra asitleri 0,01 umol/mmolCr (%3), 3p-hidroksi-A5-safra asitleri 0,01
pmol/mmolCr (%1,8) ve 3-okzo-A4-safra asitleri 0,03 pmol/mmolCr (%11,4) olarak
bulundu. Hastada safra asit sentez bozukluguna iliskin belirgin bir bulguya

rastlanmamuistir.

Calismaya dahil edilen 12 numarali hasta 1 yasinda bebekti. Hastanin klinik
biyokimya degerleri ALT: 83 U/L (<39); AST: 190 U/L (<56); GGT: 295 U/L (4-
22); Direkt bilirubin: 0,28 mg/dL (0-0,2 mg/dL); indirekt bilirubin: 0,54 mg/dL (0-
1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 0,82 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gbzlendi. Hastanin
ALT, AST ve GGT degerlerinin yiiksek oldugu tespit edildi. Yaptigimiz idrar safra
asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin klasik safra
asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 30,69 pmol/mmolCr
(%100), Kklasik safra asitleri 29,30 pumol/mmolCr (%95,5), hidroksile safra asitleri
0,76 pmol/mmolCr (%2,4), 3B-hidroksi-A5-safra asitleri 0,53 pmol/mmolCr (%1,7)
ve 3-0kzo-A4-safra asitleri 0,09 pmol/mmolCr (%0,3) olarak bulundu. Hastanin
yiksek bulunan GUDCA degerinin ursodeoksikolik asit alimina bagli oldugu
diistintildii. Hastada safra asit sentez bozukluguna iliskin belirgin bir bulguya

rastlanmamuistir.

Calismaya dahil edilen 13 numarali hasta 4 aylik bebekti. Hasta annenin 2.
hamileliginden ikiz esi olarak 37 haftalik olarak dogmus. Dogum sonras1 bir sorunu

olmamus. Sarilik ilk gilinlerde goriilmiis. Annenin hamileliginin son ayinda kagintisi
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sikayeti olmus. Ailede karaciger hastalifi Oykiisii yok. Anne-baba akrabalif1 yok.
Ursodeoksikolik asit tedavisi baslanmis ve idrar safra asit analizi i¢in kesilmis.
Hastanin klinik biyokimya degerler1 ALT: 250 U/L; AST: 469 U/L; GGT: 46 U/L;
Direkt bilirubin: 4,0 mg/dL (0-0,2 mg/dL); Indirekt bilirubin: 4,6 mg/dL (0-1,2
mg/dL) ve Total bilirubin: 8,6 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gozlendi. Yaptigimiz
idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskin olan safra asit profilinin
klasik safra asitleri oldugu tespit edildi. Hastanin toplam safra asit degeri 3,28
pumol/mmolCr (%100), Kklasik safra asitleri 1,26 pmol/mmolCr (%38,4), hidroksile
safra asitleri 1,56 pmol/mmolCr (%47,5), 3B-hidroksi-A5-safra asitleri 0,02
pmol/mmolCr (%0,7) ve 3-okzo-A4-safra asitleri 0,44 pmol/mmolCr (%13,4) olarak
bulundu. Hastada hidroksile safra asitleri ve klasik safra asitleri yakin degerlerde
tespit edilmistir. Bu hastada da safra asit sentez bozukluguna iliskin belirgin bir

bulguya rastlanmamastir.

Hastalarin idrar safra asit profilleri IEBAS tanisinda 6nemli bir belirtectir.
Cilinkii safra asit sentezinde bozukluk alisilmadik ara metabolitlerin idrarda
birikmesine neden olur. Safra asit profilleri incelendiginde baskin safra asidi tiirleri
ve biyokimyasal sunum birlikte degerlendirilmelidir. Bu nedenle daha kapsamli ve
dogru tan1 i¢in calismamizda 68 farkli safra asidi standartlar1 kullanilarak yeni olasi
biyobelirteglerin belirlenmesine c¢aligilmistir. IEBAS tanisina yaklasimda safra asit
gruplarinin  ylizde oran1 ve vyilkksek ylizdeli gruplarin yiikselen safra asit

metabolitlerini degerlendirmek énemlidir.

Kontrol grubundaki saglikli bireyler ile hastalarin ALT, AST, Direkt
bilirubin, Indirekt bilirubin, Total bilirubin degerleri karsilastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. p degerleri hepsinde <0,001 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar kolestaz hastalarinin klinik sunumunda belirtilen

sonuclarla uyumluluk gostermektedir.

Kontrol grubundaki bireyler ile calismaya dahil edilen hastalarin GGT
diizeyleri istatistisel olarak degerlendirmeye alinmamistir. Cilinkii nedeni bilinmeyen
kolestaz tanis1 almis hastalarin biyokimyasal parametrelerine bakildiginda o-
Metilagil-KoA rasemaz eksikligi hari¢, tanimlanan tiim bozukluklarin klinik

sunumunda GGT diizeylerinin referans araliginda oldugu belirtilmistir (83).
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Hastalar ile kontrol grubundaki saglikli bireylerin klasik safra asitleri,
hidroksile safra asitleri, 3p-hidroksi-AS5-safra asitleri ve 3-0kzo-A4-safra asitleri
arasinda anlamli fark oldugu bulunmustur. p degerleri sirasiyla <0,001; <0,001;
<0,002; <0,001 olarak bulunmustur. Bu sonuglar enzim eksikliginin bir sonucu
olarak idrarda bu ara metabolitlerin varlifinin tespit edilmesiyle agiklanmaktadir.
Saglikli bireylerin idrarinda bulunmayan bu ara metabolitler tan1 almis hastalarin

idrarinda tespit edilmistir ve bu beklenen bir sonugtur.

Kolestaz tanis1 almisg hastalar ile saglikli bireylerin kolesterol degerleri
arasinda anlamli bir fark olmadigr bulunmustur (p=0,570). Kolestaz tanisi almisg
hastalar ile saglikli bireylerin Sa-kolestanol degerleri arasinda anlamli bir fark
olmadigi bulunmustur (p=0,099). CYP27A1 enzimindeki bozukluk asidik/alternatif
yolu tamamen bloke ederken klasik/nétral yolda olusan 7a-hidroksi-4-kolesten-3-one
metaboliti Sa-kolestanole doniistiiriilir ve kolesterol ile birlikte dokularda (ve
ksantomalarda) birikir plazmada yiiksek duzeyleri tespit edilir (99,95,96).
Hastalarimizin tedavi siirecinde olmalar1 ve tedaviye verdikleri yanitta bireysel
farkliliklarin olmasi sonuglarimizi etkilemistir. Ayrica sadece CTX tanisi almig
hastalarin  plazmalarinda biriken bu metabolitlerin diger hastalarda tespit
edilememesi ve calismamizda CTX tanisi alan ii¢ hastanin bulunmasi nedeniyle

kontrol grubundaki bireyler ile hastalar arasinda fark bulunamamastir.

Kolestaz tanist almis hastalar ile saglikli bireylerin 7-dehidrokolesterol
degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,008). 7-
dehidrokolesterol sadece Kklasik/notral yolda kolesterol 7a-hidroksilaz enzimi
araciligiyla sentezlenir ve 3p-hidroksi-A5-C27-steroid dehidrogenaz (33-HSD)
enzimi ile 7a-hidroksi-4-kolesten-3-one olusur. CTX hastalarindan farkli olarak
kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7A1) eksikligi disinda diger hastalarin kaninda tespit
edilebilir. Bu nedenle kontrol grubu ile hastalarin 7-dehidrokolesterol degerleri

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Nedeni agiklanamayan kolestaz, karaciger yetmezligi, norolojik semptomlart,
normal GGT, normal veya artmis transaminaz ve direkt bilirubin dizeylerine sahip
13 hastanin safra asit sentez yolaklarinda bozukluklari tanimlayabilmek ve olasi
biyobelirtegleri belirleyebilmek i¢in idrar 6rneklerinde 68 farkli safra asit metaboliti
ve kan orneklerinde kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol diizeyleri hedefli
kitle spektrometri yontemleri (LC-MS/MS ve GC-MS) kullanilarak arastirilmistir.

3B-hidroksi-HSD tanis1 almig safra asidi replasman tedavisi kesilmis hastada
3B-hidroksi-A5-safra asitleri grubu yiiksek olarak gdzlenmistir. Bu grupta yer alan
A5-3B,70-(OH)2-3S (14,549  pmol/mmolCr),  G-A®-3B,70-(OH)2 (4,394
pmol/mmolCr) ve A%-3f,70,12a-(OH)3 (1,816 pmol/mmolCr) ara metabolitlerinin
yiiksek seviyeleri tespit edilmistir. AS5-dihidroksi- ve trihidroksi-, 3. karbondan
stilfatlanmis, konjuge ve konjuge olmayan C24 safra asitleri ve major gliko ve tauro-
kenodeoksikolik asitler ile gliko- ve tauro-deoksikolik asitlerin 3. karbondan
stilfatlanmis formlar1 ¢ok yiiksek bulunmustur. 3B-hidroksi-A5-safra asitleri grubu
basta olmak tizere tanimlanan metabolitler 3B-hidroksi-HSD tanisinda safra asidi

replasman tedavisi baglanmadan 6nce biyobelirtecler olarak kullanilabilir.

Oksisterol-7a-hidroksilaz eksikligi tanisi diisiiniilen hastanin 33-hidroksi-AS5-
safra asitleri grubunda yer alan monohidroksi safra asitlerinin di- ve trihidroksi safra
asitlerine gore daha yiiksek oldugu ve yiiksek kan 7-dehidrokolesterol gérilmektedir.
3B pozisyonundan hidroksillenmis monohidroksi safra asidi metabolitleri ve kan 7-
dehidrokolesterol safra asidi replasman tedavisi baglanmadan 6nce biyobelirtecler

olarak kullanilabilir.

Sterol 27-hidroksilaz eksikliginde hidroksile safra asitleri, 3-okzo-A4-safra
asitleri ve 3B-hidroksi-AS-safra asitleri safra asidi replasman tedavisi baslanmadan
once biyobelirtegler olarak kullanilabilir. Safra alkolleri yiksek gozlenmektedir.

Kan kolestanol ytiksekligi tanida degerlidir.
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Idrarda GUDCA diizeyi safra asidi replasman tedavisi (kenodeoksikolik asit)
kullanimina bagli olarak yiiksek gozlenir. IEBAS tanisina yaklasimda idrar safra

asitleri analizi 6ncesi safra asidi replasman tedavisinin kesilmesi 6nemlidir.

Sterol 27-hidroksilaz eksikliginde ayrica sentez yolundaki ara metabolitlerden
kolestanol ve 7-dehidrokolesterolin plazma seviyeleri tedavi dncesinde biyobelirteg

olarak kullanilabilir.

IEBAS tanisina yaklagimda idrar ile atilan safra asit gruplarinin yiizde orani
ve yiiksek yiizdeli gruplarin yiikselen safra asit ara metabolitlerini degerlendirmek

onemlidir.

Klinik durumun gostergesi olan biyokimyasal parametreler ile birlikte idrar
safra asit metabolitleri ve kan metabolitleri hastaligin ilerlemesi veya tedaviye yanit
olarak zamanla degismektedir. Bu nedenle, mevcut durumun teshisi, hastaligin
baslangicinda en uygun terapétik stratejiyi se¢mek icin gereklidir. Hastanin
durumundaki degisikliklere bagli olarak idrar safra asitleri ve kan kolestanol, 7-
dehidrokolesterol  diizeylerinin ~ biyokimyasal = parametreler ile  birlikte

araliklarla degerlendirilmesi de gerekmektedir.

Safra asit sentez yolaklarinin bozukluklarinin ve 6zellikle ilgili basamakta
gorevli enzim bozukluklarin1 6ngérmede idrarda safra asidi metabolitlerinin ve kan
kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol diizeylerinin hedefli kitle spektrometri

analizleri ile incelenmesi etkin bir yéntemdir.
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