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ÖZET 

Bozkurt Obuz, U. Kolestaz Hastalarında Safra Asitlerinin LC-MS/MS ile 

Araştırılması ve Olası Biyobelirteçlerin Belirlenmesi, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Biyokimya Programı Doktora Tezi, Ankara, 2020. 

Kalıtsal safra asidi sentez bozuklukları (IEBAS) safra asitlerinin sentez yollarında 

görev alan enzimlerde yapısal veya işlevsel bozukluklar sonucu alışılmadık ara 

metabolitlerin birikmesine neden olan otozomal ressesif geçişli hastalıklar grubudur. 

Tedavi edilmediğinde nörolojik semptomlarla ilerleyen ve ölümcül karaciğer 

hastalığı ile sonuçlanan bu durumda erken tanı oldukça önemlidir. Bu çalışmada 

nadir görülen, tanısı güç olan ancak tedavi edilebilir bu hastalıkların erken tanısında 

kullanılabilecek yöntem ve bunlara yönelik olası biyobelirteçlerin belirlenebilmesi 

amaçlandı. Kuru kağıda emdirilmiş idrar örneklerinde LC-MS/MS yöntemi ile altmış 

sekiz safra asidi ara metabolitleri hedefli metabolomik analiz ile değerlendirildi. 

Plazma örneklerinde 5α-kolestanol ve 7-dehidrokolesterol ara metaboliti ve 

kolesterol ölçümü GC-MS yöntemiyle değerlendirildi. Hastalar ile sağlıklı bireylerin 

total safra asit değerleri arasında (p=0,001), klasik safra asit değerleri arasında 

(p=0,001), hidroksile safra asit değerleri arasında (p=0,001), 3β-hidroksi-Δ5-safra 

asit değerleri arasında (p=0,002) ve 3-okzo-∆⁴-safra asit değerleri arasında (p=0,001) 

anlamlı bir fark olduğu bulundu. Bir hastada 3β-hidroksi-Δ5-steroid dehidrogenaz 

eksikliği, bir hastada oksisterol-7α-hidroksilaz eksikliği, 3 hasta serebrotendinöz 

ksantomatozis tanıları ile uyumlu idrarla atılan safra asidi ara metabolitleri tespit 

edildi. Kolesterol ve kolestanol değerleri arasında (p=0,570 ve p=0,099) anlamlı bir 

fark olmadığı bulundu. 7-dehidrokolesterol değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu 

bulundu (p=0,008). Bu bulgular safra asit sentez yolaklarında görev alan enzim 

eksikliklerinin bir sonucu olarak açığa çıkan ara metabolitlerin idrarda ve plazmada 

tespit edilebilmesinde ve bu bozuklukları öngörmede hedefli kütle spektrometri 

yönteminin etkili olduğunu göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Kolestaz, safra asitleri, safra asit sentez bozukluğu, LC-

MS/MS, GC-MS. 
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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, 5α-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), 3β-hydroxy-Δ5-bile acid values (p=0.002) and 3-oxo-∆⁴-bile acid values 

(p=0.001) of patients and healthy individuals. Urinary bile acid bile metabolites 

compatible with 3β-hydroxy-Δ5-steroid dehydrogenase deficiency in one patient, 

oxisterol-7α-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. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Otozomal resesif geçişli nadir kalıtsal hastalıklar, ülkemizde akraba evlilikleri 

oranının yüksek olması nedeniyle sık görülmektedir. Safra asitlerinin 

metabolizmasında görev alan enzimlerde görülen kalıtsal bozukluklar safra 

asitlerinin biyosentezinde anormalliklere neden olur. Şimdiye kadar 9 farklı safra 

asidi bozukluğu tanımlanmıştır. Nadir görülen, tanısı güç olan ancak tedavi edilebilir 

bu hastalıkların erken tanısında kullanılabilecek yöntem ve bunlara yönelik olası 

biyobelirteçlerin belirlenebilmesi amaçlanmıştır. 

Bu çalışmada etiyolojisi bilinmeyen kronik karaciğer hastalığı ve kolestaz 

tanılı hastalarda kuru kağıda emdirilmiş idrar örneklerinde yüksek duyarlılık ve 

özgüllüğe sahip LC-MS/MS yöntemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 

3β-hidroksi Δ5- safra asitleri ve 3-okzo-Δ4- safra asitleri grubuna ait safra asitlerinin 

analizi yapılmıştır. 5α-kolestanol, 7-dehidrokolesterol ve kolesterol ölçümü GC-MS 

yöntemiyle yapılmıştır. Çalışma sonucunda, nedeni açıklanamayan kronik karaciğer 

hastalığı ve kolestazlı hastalarda safra asidi sentez yollarında (klasik/nötral yol, 

alternatif/asidik yol, Yamasaki yolu ve 25-hidroksilasyon yolu) safra asidi ara 

metabolitlerinin değerlendirilmesi ve bu sentez yolaklarındaki enzim bozukluklarının 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim 

Dalı’na başvuran nedeni açıklanamayan kolestazlı hastalarda safra asitlerinin sentez 

yolları ve bu sentez yollarında klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3β-

hidroksi-Δ5- safra asitleri ve 3-okzo-Δ4- safra asitleri grubuna ait 68 farklı safra asidi 

metabolitlerinin atılım profilleri hedefli metabolomik analiz ile incelenmiştir.   

Safra asitlerinin sentez yollarında açığa çıkan bu ara metabolitlerin yüksek 

duyarlı ve özgül LC-MS/MS yöntemi ile kapsamlı analizi dünyada sadece Japonya 

Tokyo’da gerçekleştirilmektedir. Bu çalışma ile Japonya yöntemi referans alınarak 

68 safra asidi metabolitinin hedefli metabolomik analiz ile laboratuvarımıza 

kurulumu gerçekleştirilerek, laboratuvarımızın dünyada ikinci merkez olması 

hedeflenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER

Safra içeriğinde ~% 95 oranında su ve safra asitleri, fosfolipitler, kolesterol, 

proteinler ve peptitler, amino asitler, steroidler, enzimler, elektrolitler gibi endojen 

bileşiklerin karışımı bulunmaktadır (1,2). Safranın en önemli bileşenleri olan safra 

asitleri ince bağırsakta emilim, emülsifikasyon ve lipitlerin sindiriminden sorumlu, 

zayıf metabolize olan kararlı moleküllerdir (3).  

Safra kesesinde içerisinde bulunan safra asitleri fosfolipitler ve kolesterol ile 

karışık miseller oluşturur. Misel oluşumu kolesterolün çözünürlüğünü artırmak ve 

safra asidi toksisitesini azaltmak için oldukça önemlidir. Sindirim ve emilim 

görevlerine ek olarak safra asitleri, hücre içi ligandla aktive olan nükleer reseptörleri 

ve hücre yüzeyi G proteinine bağlı reseptörleri aktive eden, lipit ve glukoz 

metabolizmasını, ilaç metabolizmasından immüniteye kadar çeşitli hücresel işlemleri 

düzenleyen sinyal molekülleri olarak görev alırlar (4). 

2.1. Safra Asitlerinin Kimyasal Yapısı 

Kolesterolden türeyen safra asitleri hidrofilik ve hidrofobik yüze sahip 

amfipatik özellik gösteren moleküllerdir. Hidroksil gruplarının molekülün sadece bir 

yüzünde bulunması hidrofilik karakterin oluşmasına neden olur. Molekülün diğer 

yüzü hidroksil grupları içermediğinden hidrofobik özellik gösterir (5,6).  

Memelilerde bulunan tüm safra asitleri C24-5β (kolanoik asit) yapısal 

karakterindedir. Steroid çekirdeğinde üç adet 6 C’lu halka ve bir adet 5 C’lu halkanın 

birleşmesiye oluşan dört karbon halkası vardır (6). 24 C’lu steroid çekirdeğe ek 

olarak yan zincirinde bir karboksil grubu taşır (7). Şekil 2.1.’de kolestan (5β-

kolanoik asit) iskelet yapısı ve karbon atomlarının numaralandırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 2.1. Kolestan (5β-kolanoik asit) iskelet yapısı ve karbon atomlarının 
numaralandırılması (8). 

Hepatositlerde de novo sentezlenen safra asitleri pirimer safra asitleri olarak 

adlandırılır. İnsanlarda sentezlenen primer safra asitleri iki tanedir. C-3,C-7 ve C-

12’de üç 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 sonrası serbest asit formunda yani dekonjuge 

formda olan CA ve CDCA bağırsakta bakteriyel enzimler aracılığıyla glisin veya 

taurin ile konjugasyona uğrar. Konjugasyon ile C-7’de bulunan hidroksil grubu 

çıkarılır ve 7-deoksi safra asitleri oluşur. Konjugasyon sonunda kolik asitten (CA) 

deoksikolik kolik asit (DCA); kenodeoksikolik asitten (CDCA) litokolik asit (LCA) 

meydana gelir. Bağırsakta bakteriyel enzim katalizi ile primer safra asitlerinden 

sentezlenen DCA ve LCA sekonder safra asitleri olarak adlandırılır (5,9,10).  Şekil 

2.2.'de safra asitlerinin hidroksil grubunun sayısı ve konumu, konjuge ve konjuge 

olmayan formları gösterilmektedir. 
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Şekil 2.2. Safra asitlerinin hidroksil grubunun sayısı ve konumu; konjuge ve konjuge 
olmayan formları (11). 

Hücre içi veya hücre dışı kompartmanlarda safra asitlerinin konsantrasyonları 

yükseldiğinde sitotoksik etki gösterir. Hidroksil gruplarının sayısı sitotoksik etkinin 

şiddetini beliler. CA yapısında bulunan üç hidroksil grubu bu safra asidini en 

hidrofilik ve en az sitotoksik yapar. DCA ve CDCA yapısında iki hidroksil grubuna 

bulundurduklarından CA ile kıyaslandığında daha zararlıdır. LCA ise sadece bir 

hidroksil grubu bulundurduğundan en sitotoksik safra asididir (12,13). 

2.2. Safra Asitlerinin Enterohepatik Dolaşımı 

Safra asitlerinin karaciğer ve bağırsak arasında taşınması enterohepatik 

dolaşım olarak tanımlanmaktadır (14,15). Enterohepatik dolaşım ilk olarak 1681'de 

Borelli tarafından açıklanmıştır (16). 

Enterohepatik dolaşım havuzdaki safra asitlerinin yaklaşık % 95'inin geri 

kazanıldığı, insanlarda safra asidi homeostazını korumak için bir geri bildirim 

Grup 

Unkonjuge 
Glisin ile konjuge 
Taurin ile konjuge 

Monohidroksi safra asidi 

Dihidroksi safra asidi 

Trihidroksi safra asidi 
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mekanizması olarak görev yapan oldukça etkili bir fizyolojik yoldur (17). Safra 

asitlerinin enterohepatik dolaşımı Şekil 2.3.’de gösterilmektedir. 

Şekil 2.3. Safra asitlerinin enterohepatik dolaşımı (6). 

Karaciğerde kolesterolden sentezlenen ve dolaşıma salgılanan safra asit 

miktarı günde yaklaşık olarak 0,5 g’dır. Dolaşımdaki bu miktar toplam safra asidi 

havuzunun % 5’ini oluşturmaktadır. Havuzda kalan safra asitlerinin % 95’i günde 4-

12 kez karaciğer ile bağırsak arasında dolaşır. Safra asitlerinin çoğu ileumda aktif 

taşıma yoluyla yeniden emilirken, karaciğer dolaşımı için duodenumda az miktarda 

pasif difüzyon gerçekleşir. Sistemik dolaşıma dökülen az miktarda safra asidi 

böbrekte geri kazanılır. Bununla birlikte, günde yaklaşık 0,2-0,6 g safra asidi dışkıyla 

kaybedilir. Bu miktar kolesterolden de novo olarak sentezlenmesi gereken miktarı 

belirler (6,18). 

 

Böbrek 

İdrar atılımı 
(~0,5 mg/gün) 

Portal ven 
dolaşımı 

Sistemik 
dolaşıma 
katılma 

Safra kesesinde 
depolanma 

Sentez 
(0,2-0,6 mg/gün) 

Pasif 
emilim 

İleumda 
aktif 

taşıma 

Kolonda 
pasif 

taşıma 

Yemek sonrası 
bağırsağa salgılama Safra  

sekresyonu 
(3 g/gün x 4-12) 

Dışkı yoluyla atılım (0,2-0,6  g/gün) 
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2.3. Safra Asit Sentezi ve Sentez Yolları 

Kolesterolden primer safra asitlerine giden biyosentetik yolda 17 farklı enzim 

görev alır ve enzimler endoplazmik retikulum, mitokondri, sitoplazma ve peroksizom 

olmak üzere farklı hücre kısımlarında bulunmaktadır (19). Sentez klasik veya nötral 

yol, alternatif veya asidik yol, Yamasaki yolu ve 25-hidroksilasyon yolu olarak 

tanımlanan dört farklı yolla gerçekleşmektedir. Birçok ara maddenin birden fazla 

reaksiyon için substrat olması nedeniyle sentez yollarında reaksiyonların sırası tam 

olarak belirlenememiştir (5,20).  

Son yıllarda kabul edilen safra asit sentez yolları ve ara metabolitleri 

Şekil.2.4.’de gösterilmektedir.  

 

 

 

 

 

 



7 

Şekil 2.4. Safra asit sentez yolları. 

25-Hidroksilasyon
Yolu 

Klasik/Nötral 
Yol 

Alternatif/Asidik 
Yol 

Yamasaki 
Yolu 

3β-hidroksi-5-kolestanol 3β-hidroksi-5-kolestenoik 
asit 

3β,7α-dihidroksi-5-
kolenoik asit 

Kolesterol 7α- 
hidroksilaz (CYP7A1) 

Oksisterol-7α- 
hidroksilaz (CYP7B1) 

7α-hidroksikolesterol 3β,7α-dihidroksi-5-
kolestenoik asit 

3β-hidroksi-∆⁵-C27-steroid 
dehidrogenaz (HSD3B7) 

7α-hidroksi-4-kolestan-
3-one 

Sterol 12α- hidroksilaz 
(CYP8B1) 

7α,12α-dihidroksi-4-
kolestan-3-one 

∆⁴-3-okzosteroid-5β-
redüktaz (AKR1D1) 

3-okzo-7α-hidroksi-4-
kolestenoik asit 

3-okzo-7α-hidroksi-4-
kolenoik asit 

7α,12α-dihidroksi-4-
kolestan-3-one 

3-okzo-7α-hidroksi-4-
kolestenoik asit

3-okzo-7α-hidroksi-4-
kolanoik asit

∆⁴-3-okzosteroid-5β- 
redüktaz (AKR1D1) 

∆⁴-3-okzosteroid-5β- 
redüktaz (AKR1D1) 

3β-hidroksi-∆⁵-C27-steroid 
dehidrogenaz (HSD3B7) 

3β-hidroksi-∆⁵-C27-steroid 
dehidrogenaz (HSD3B7) 

3α-hidroksisteroid 
dehidrogenaz (AKR1C4) 

3α-hidroksisteroid 
dehidrogenaz (AKR1C4 

3α,7α,12α-kolestan-5β-
triol 

3α,7α-dihidroksi-5β-
kolestanoik asit (DHCA) 

3α,7α,12α,trihidroksi-5β-
kolestanoik asit (THCA) 

Sterol 27- hidroksilaz 
(CYP27A1) 

3α,7α,12α, 25-kolestan-
5β-tetrol 

Sterol 25- 
hidroksilaz 
(CH25H) 

3α,7α,12α, 25-hidroksi-
kolestan-5β-24-one 

Aseton 

Peroksizomal β-
Oksidasyon 

3α,7α,12α,trihidroksi-5β-
kolanoik asit  
(Kolik Asit) 

3α,7α-dihidroksi-5β-
kolanoik asit 

(Kenodeoksikolik Asit) 

Peroksizomal β-
Oksidasyon 

Safra asit KoA-amino asit 
N-açiltransferaz (BAAT) 

Taurin/Glisin ile konjuge 
Kolik asit 

Taurin/Glisin ile konjuge 
Kenodeoksikolik asit 

Peroksizomal-β-oksidasyon Sterol-27-hidroksilaz 
(CYP27A1) 
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2.3.1. Klasik/ Nötral Yol 

Klasik safra asit sentez yolunda vücuttaki toplam safra asitlerinin büyük bir 

kısmı üretilir. Ara metabolitlerin nötral yapıda olması nedeniyle nötral yol olarak da 

adlandırılan bu yolun sonunda primer yapıda iki safra asidi sentezlenir. C-3, C-7 ve 

C-12'de hidroksil grupları olan bir trihidroksi-safra asidi olan 3α,7α,12α,trihidroksi-

5β-kolanoik asit (CA:kolik asit); ve C-3 ve C-7'de hidroksil grupları olan bir

dihidroksi-safra asidi olan 3α,7α,dihidroksi-5β-kolanoik asit (CDCA:

kenodeoksikolik asit) (21,22).

Klasik veya nötral safra asidi sentez yolunda önce steroid halka yapısında 

değişikliğe neden olacak reaksiyonlar gerçekleşir. Steroid halka 

modifikasyonlarından sonra alifatik yan zincirde oksidatif bölünme gerçekleşir 

(23,24). 

Kolesterolün karaciğer tarafından safra asitlerine dönüşümü, kolesterolün 

vücuttan atılması için en temel yoldur. Bu yolun ilk reaksiyonu karaciğerde lokalize 

olan mikrozomal sitokrom P450 enzimi kolesterol 7α-hidroksilazın (CYP7A1) 

katalizörlüğünde gerçekleşir (25,26). Kolesterol 7α-hidroksilaz (CYP7A1) kolesterol 

(3β-hidroksi-5-kolestanol) molekülünün hidroksilasyonunu katalize eder ve 7α-

hidroksikolesterol oluşur (5,27). Kolesterolün 7α-hidroksilaz (CYP7A1) ile 

hidroksilasyonu bu yolda hız sınırlayıcı adımdır ve enzim aktivitesi transkripsiyon 

seviyesinde sıkı bir şekilde düzenlenir (28-32).  

Bu basamaktan sonra klasik/nötral yol ile alternatif/asidik yol 3β-hidroksi-

Δ5-C27-steroid oksidoredüktaz (HSD3B7) enziminin katalizlediği izomerizasyon 

basamağında kesişir (33). Bu adımda 3β-hidroksil grubu oksitlenerek 7α-hidroksi-4-

kolesten-3-one (C4 olarak da adlandırılır) oluşur. Bu ara metabolit hem CA hem de 

CDCA için ortak öncüldür ve serum C4 seviyeleri insanlarda safra asit sentez oranını 

yansıtan biyobelirteç olarak görev yapmaktadır (34-36).  

Klasik/nötral yolun bir sonraki adımında 7α-hidroksi-4-kolesten-3-one 12α- 

pozisyonunda hidroksilasyona uğrar ve 7α,12α-dihidroksi-4-kolesten-3-one oluşur. 

Reaksiyon bir dallanma noktası enzimi olan sterol 12α-hidroksilaz (CYP8B1) 

aracılığıyla gerçekleşir (37). CDCA yapısından farklı olarak CA yapısında 12α- 

pozisyonunda bulunan bir hidroksil grubu bu basamakta sterol 12α-hidroksilaz 
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(CYP8B1) enziminin katalizörlüğünde eklenir (38). 12α-hidroksilasyon reaksiyonu 

gerçekleşmediğinde 7α-hidroksi-4-kolesten-3-one CDCA sentezi için 3α,7α-

dihidroksi-5β-kolestanoik asit’e dönüştürülerek yola devam eder (20,24,38). Ancak 

kolik asit sentezi için mikrozomal enzim sterol 12α-hidroksilaz (CYP8B1) enzim 

basamağı gereklidir (15,39).  

12α-hidroksilasyon basamağının gerçekleşmesinden bağımsız olarak 

HSD3B7 basamağı ürünü sitozolik enzimler Δ4-3-okzosteroid-5βredüktaz 

(AKR1D1) ve 3α-hidroksisteroid dehidrogenaz (AKR1C4) katalizörlüğünde CA ve 

CDCA öncülleri olan 3α,7α,12α-5β- kolestan-triol’e dönüşür (40,41).  

Δ4-3-oksosteroid-5β-redüktaz (AKR1D1; aldo-keto-redüktaz 1D1), 5β-

hidrojen konfigürasyonunun oluşumuna yol açan ∆4 çift bağının indirgenmesinden 

sorumlu enzimdir. 3α-hidroksisteroid dehidrojenaz (AKR1C4; aldo-keto-redüktaz 

1C4) enzimi ise 3-okso grubunun 3α-hidroksil grubuna indirgenmesinde sorumludur. 

Bu reaksiyonların sonunda steroid halka modifikasyonları tamamlanır (20,24,33). 

Steroid halka yapısındaki değişikliklerden sonra yan zincir modifikasyonu 

gerçekleşir. Bunun için ilk adım mitokondriyal sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) 

enzimi aracılığıyla gerçekleşir. 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). 3α,7α,12α-kolestan-5β-

triol ve 3α,7α-12α,27-kolestan-5β-tetrol’ün yan zincir oksidasyonu sonucu sırasıyla 

3α,7α,12α-trihidroksi-5β kolestanoik asit (THCA) ve 3α,7α-dihidroksi-5β 

kolestanoik asit (DHCA) oluşur (37,42,43). Son olarak yan zincirin peroksomal β-

oksidasyonu gerçekleşir ve C27-safra asidi ara maddelerinden C24-safra asitleri 

kolik asit ve kenodeoksikolik asit oluşur (5).  

Klasik/nötral yolun safra asidi sentezini kontrol ederek kolesterol 

homeostazını korumaktan sorumlu olduğu ve alternatif/asidik yoldan daha önemli 

olduğu düşünülmektedir (44). Ancak bunun her durumda geçerli olmadığı, 

patofizyolojik koşullar söz konusu olduğunda safra asidi sentezinin alternatif 

yolunun daha aktif olduğu bildirilmiştir (45). 
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 2.3.2. Alternatif/ Asidik Yol 

Safra asit sentezinin alternatif/asidik yolunda asidik ara metabolitlerin 

oluşması bu yolun asidik yol olarak adlandırılmasına neden olur (4,25). Klasik/nötral 

yoldan farklı olarak bu yolda kolesterolün yan zincir oksidasyonu steroid halka 

yapısı modifikasyonlarından önce gelmektedir (46,47). 

Klasik safra asidi sentez yolunda reaksiyonların ilk adımı sadece 

hepatositlerde eksprese edilen kolesterol 7α-hidroksilaz (CYP7A1) tarafından 

başlatılmaktadır.  Asidik/alternatif yol ise birçok dokuda eksprese edilmektedir (48).  

Reaksiyonların ilk basamağında iç mitokondriyal membranlarda bulunan 

sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) enzimi kolesterolün hidroksilasyonunu 

gerçekleştirir ve 3β-hidroksi-5-kolestenoik asit oluşur (4,25,49). Monohidroksi C-27 

safra asidi daha sonra oksisterol 7α-hidroksilaz (CYP7B1) ile C-7 pozisyonunda 

hidroksilasyona uğrar ve 3β,7α-dihidroksi-5-kolestenoik asit oluşur (25,50).  Böylece 

mitokondriyal sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) ve mikrozomal oksisterol 7α-

hidroksilaz (CYP7B1) enzimleri aracılığıyla yan zincirin oksidasyonu gerçekleşir 

(51). Daha sonra, 3β-hidroksi-Δ5-C27-steroid dehidrogenaz (HSD3B7) steroid 

çekirdek yapısında modifikasyonları başlatır ve klasik yoldaki aynı enzimler halka 

yapı modifikasyonlarını tamamlar (52).  

CYP27A1 alternatif/asidik yolun hız sınırlayıcı enzimi olduğu yönünde 

görüşler olsa da CYP27A1 alternatif/asidik yolun ilk enzimidir ancak hız sınırlayıcı 

enzim değildir. Bunun nedeni enzimin birçok dokuda yüksek oranda eksprese 

edilmesidir. İç mitokondriyal membranda kolesterol düşük seviyelerdedir ve 

kolesterolün mitokondri içine taşınmasının bu yolda hız sınırlayıcı adım olduğunu 

düşünülmektedir (53-57). 

Normal fizyolojik koşullar altında alternatif/asidik yol aracılığı ile vücuttaki 

safra asit kaybının yaklaşık % 10’u karşılanmaktadır. Ancak yenidoğan döneminde 

sterol kolesterol 7α-hidroksilaz (CYP7A1) henüz eksprese edilemediğinden alternatif 

yol daha baskındır. Laktasyondan sonra ve yaşam boyu klasik yolun safra asidi 

sentezinde baskın olduğu düşünülmektedir (31,58,59). 
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2.3.3. Yamasaki Yolu 

Yamasaki yolunda da alternatif/asidik yolda olduğu gibi önce yan zincir 

oksidasyonu ardından steroid halka yapısında modifikasyonlar gerçekleşir. Bu yolun 

ilk adımında sterol 27-hidroksilaz (CYP27A1) enzimi katalizörlüğünde 3β-hidroksi-

5-kolestenoik asit oluşur. İnsanlarda peroksisomal β-oksidasyondan önce veya sonra

7α-hidroksilasyon ile yoldaki en önemli ara metabolit olan 3β,7α-dihidroksi-5-

kolenoik asit oluşur (51,60).

İnsanlarda bu yolla sentezlenen CDCA’in başlıca ürün olduğu 

düşünülmektedir (61,62).  

Yamasaki yolunun insanlardaki safra asidi havuzuna katkısı tam olarak 

açıklanamamıştır. Fetal dönemde monohidroksi safra asitleri mekonyum ve 

amniyotik sıvılarda yüksek düzeyde tespit edilmiştir. Bu nedenle bu yolun gelişme 

döneminde önemli olabileceği düşünülmüştür (51,61,62).  

2.3.4. 25-Hidroksilasyon Yolu 

Halka yapısı modifikasyonundan sonra 27-hidroksilasyona ve ardından 

peroksizomal β-oksidasyonuna gerek duyulmadan C24-karboksilik asit elde etmek 

için bir başka yol da 25-hidroksilasyon yoludur. Mikrozomal enzim sterol 25-

hidroksilaz (CH25H), 24 pozisyonunda bir 24S-pentole hidroksillenerek 3α,7α,12α-

trihidroksi-5β kolestan-25-tetrol üretir.  Daha sonra (muhtemelen) bir 24 okzo-tetrol ( 

3α,7α,12α-25-hidroksi-5β kolestan-24-one ) oluşur ve CA ve aseton verecek şekilde 

parçalanır (51,63,64). 

2.4. Safra Asitlerinin Sentez Bozuklukları 

Karaciğerde safra asitlerinin kolesterolden sentezlenmesi hepatositlerin farklı 

hücre bölümlerinde bulunan enzimler aracılığıyla gerçekleşir. Sentezde görev alan 

enzimlerden bir veya daha fazlasının kusurlu olması ilgili basamağı bloke eder ve 

safra asit havuzunda değişir. Hepatositler normal safra asidi havuzu oluşturmak için 

kolesterolü sürekli olarak metabolize eder ve atipik safra asidi ara maddelerinin 

oluşumuna neden olur. Yüksek konsantrasyonlarda biriken bu atipik safra asitleri ve 

safra asidi ara metabolitleri hücresel hasara neden olur (65-71).  
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Özellikle primer safra asitlerinin eksikliğine neden olan hepatotoksik ara 

metabolitler ekstrahepatik dokularda yaralanma, kolestaz, merkezi sinir sistemine 

bağlı bozukluklar ve yenidoğan döneminde karaciğer hasarına neden olabilir. Bu ara 

metabolitlerin neden olduğu karaciğer hasarı ilerleyicidir ve tedavi edilmediğinde 

siroz ve hatta karaciğer yetmezliğine bağlı ölümle sonuçlanabilir (66,72,73).  

Safra asitlerinin sentezinde aksaklık olması kolestaz olarak ortaya çıkan 

bozulmuş safra akışının ana nedeni olarak kabul edilmektedir (74). 

Safra kanallarında safra asitlerinden bağımsız olarak bir safra akışı söz 

konusudur. Ancak safra asitlerinin sentezlenip safra kanallarına pompalanmasıyla bu 

akış uyarılır. Safra asit sentezinde kusur olduğunda safra kanalındaki bu akış bozulur 

ve normalde safra ile atılan bileşiklerin tutulmasına neden olur. Safra asitleri ayrıca 

ɣ-glutamil-transpeptidaz (GGT)’ın kanaliküler membrandan salınımını uyarırlar ve 

safra asitlerinin eksikliği söz konusu olduğunda plazmada GGT düzeyleri artmaz 

(75-77). 

Sonuç olarak diğer kolestaz nedenlerinden farklı olarak safra asit sentez 

bozukluğu söz konusu olduğunda plazma GGT düzeyleri referans aralığında iken 

safra ile atılan bileşiklerin seviyelerinde artış görülmektedir. 

Safra asidi sentezinde enzim kusurlarının neden olduğu kalıtsal safra asidi 

sentez bozuklukları (IEBAS) genellikle yenidoğan döneminde uzun süreli sarılık 

olarak ortaya çıkan genetik metabolik bozukluklar olarak tanımlanmaktadır (78). 

Safra asidi sentez yollarında en az 17 enzim görev almaktadır ancak bugüne 

kadar sadece 9 tip IEBAS tanımlanabilmiştir (66,79). Bu kusurlar hem plazmada 

hem de idrarda olağandışı safra asidi ve safra asidi ara maddelerinin birikmesi ile 

karakterize edilir (80).  

IEBAS varlığından şüphelenildiğinde plazma ve idrarda safra asit ara 

metabolitlerinin tespit edilmesi için en uygun tarama yöntemi atipik safra asidi ara 

metabolitlerinin tespit edilmesini mümkün kılan kütle spektrometrisi yöntemleridir 

(78,79). Tedavi edilmediğinde nörolojik semptomlarla ilerleyen ve ölümcül karaciğer 

hastalığı ile sonuçlanabilen bu durumda erken tanı oldukça önemlidir (6). Safra asidi 

replasman tedavisi ile hem eksik olan primer safra asitleri karşılanır hem de toksik 

ara metabolitlerin oluşumu önlenir. Böylece başarılı sonuçlar elde edilebilir (81). 
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Yan zincirde oksidasyon ve konjugasyon bozuklukları ve steroid halka 

modifikasyon bozuklukları olmak üzere bugüne kadar tanımlanan 9 IEBAS Şekil 

2.5.’de gösterilmektedir (82). 

Şekil 2.5. Yan zincirde ve steroid halka yapısında görülen modifikasyonlar ve 
tanımlanan safra asit sentez bozuklukları (82). 

Safra asit sentez bozukluklarının gen sembolleri, kısaltmaları, alternatif adları 

ve etkilenen proteinler ayrıntılı olarak Tablo 2.1.’de yer almaktadır (83).

Yan zincir Oksidasyon ve Konjugasyon Bozuklukları 
1. Sterol 27-Hidroksilaz (CYP27A1)
2. α- Metilaçil-Koa Rasemaz (AMACR)
3. Peroksizomal Biyogenez Bozuklukları
4. Safra Asit Koa Ligaz (SLC27A5)
5. Safra Asit-Koa:N-Açil Amino Asit Transferaz (BAAT)

Glisin/Taurin 

Kolik asit 

Kenodeoksikolik asit 

Glisin/Taurin 

Nükleer (Steroid Halka) Modifikasyon Bozuklukları 
6. 3β-Hidroksi-Δ5-C27-Steroid Oksidoredüktaz (HSD3B7)
7. Δ4-3-Okzosteroid 5β-Redüktaz (AKR1D1)
8. Oksisterol 7α-Hidroksilaz (CYP7B1)
9. Kolesterol 7α-Hidroksilaz (CYP7A1)

Steroid 
halka 

Yan 
zincir 
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Tablo 2.1. Safra asidi sentez bozukluklarının gen sembolleri, kısaltmaları, alternatif adları, etkilenen proteinler ve idrar safra asit 
metabolitleri. 

Safra Asit Sentez 
Bozuklukları OMIM Gen 

Sembolü 
Etkilenen 
Protein Biyokimyasal Parametreler İdrar safra asit 

metabolitleri 
3β-hidroksi-Δ5-C27-steroid 
dehidrogenaz/izomeraz 
eksikliği 

607764 HSD3B7 3β-Hidroksi-Δ5-C27-steroid 
dehidrogenaz/izomeraz 

AST/ALT:↑ 
Direkt bilirubin:↑ 

GGT: n 

di- ve tri-hidroksi safra
asitlerinin sülfat/glisin

konjugatları 

Δ4-3-Okzosteroid-5β-
redüktaz eksikliği 604741 AKR1D1 Delta(4)-3-okzosteroid-5β-

reduktaz 

AST/ALT:↑ 
Direktbilirubin:↑ 

GGT: n-↑ 

7α-Hidroksi-3-oxo ve 7α, 
12α-dihidroksi-3-oxo-4- 

kolenoik asitler 

Oksisterol 7α- hidroksilaz 
eksikliği 603711 CYP7B1 Oksisterol 7α-hidroksilaz 

AST/ALT: ↑ 
T-bil/D-bil: ↑

GGT: n 
3β-Hidroksi-5-kolenoik asitler 

Kolesterol 7α- hidroksilaz 
eksikliği 118455 CYP7A1 Kolesterol 7α-hidroksilaz * * 

Sterol 27-hidroksilaz 
eksikliği 213700 CYP27A1 Sterol 27-hidroksilaz Kolestanol (Plazma) Kolestan pentol 

glukuronidleri 

α-Metilaçil-KoA rasemaz 
eksikliği 604489 AMACR α-Metilaçil-KoA rasemaz 

AST:↑ 
ALT:↑ 
GGT: ↑ 

Taurotetra-[tri/penta]-
hidroksikolestanoik 

asitler 

Safraasit-KoA: amino asit 
N-açiltransferaz eksikliği 602938 BAAT Safra asit-KoA: amino acid N 

açiltransferaz 

Bilirubin: n-↑ 
AST: n-↑ 
ALT: n-↑ 

Amidlenmemiş safra asitleri 

Safra asit-KoA ligaz 
eksikliği 603314 SLC27A5 Safra asit-KoA ligaz Direkt bilirubin: n-↑ 

GGT: n Amidlenmemiş safra asitleri 

ATP8B1 eksikliği 211600 ATP8B1 ATP8B1 (tip 4 P-tip ATPaz) GGT: n Klasik safra asitleri 

* Tek hasta tanımlanmıştır.
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2.4.1. Sterol 27-Hidroksilaz Eksikliği 

CYP27A1 geni dokuz ekzon ve sekiz intron içerir (56). CYP27A1 geni 

tarafından kodlanan sterol 27-hidroksilaz enzimi sterol ara maddelerinin C27-

pozisyonunda hidroksillenmesinden sorumlu mitokondriyal enzimdir (84,85).  

Serebrotendinöz ksantomatozis (CTX) safra asidi sentezinde ilk 

oksidasyonu adımının katalizinden sorumlu 27‐hidroksilaz (CYP27A1) enzim 

eksikliğinden kaynaklanan nadir görülen otozomal resesif lipit depo hastalığıdır 

(86-89). CTX ilerleyici motor ve bilişsel bozulmaya yol açan kronik bir hastalıktır 

(90-92).     

CYP27A1 hem klasik hem de alternatif safra asidi sentez yollarında yan 

zincir modifikasyonlarında görev aldığı için insanlarda CYP27A1 mutasyonları 

C4 de dahil olmak üzere 7α-hidroksile edilmiş kolesterol metabolitlerinin 

seviyelerinin artmasına neden olur  (93). Sterol 27 hidroksilaz (CYP27A1) enzimi 

metabolik yolları Şekil 2.6.’da gösterilmektedir.  

Şekil 2.6. Serebrotendinözis ksantomatoza neden olan sterol 27-hidroksilaz 
(CYP27A1) enzimi metabolik yolu (83). 

27-Hidroksikolesterol

Peroksizomal β-
Oksidasyon 

Kolik Asit 24-Hidroksilasyon

25-Hidroksilasyon

Sterol ara maddesi 

Sterol 27-hidroksilaz 
(CYP27A1) 

Kolik Asit Alternatif Yolu 

Yan zincir hidroksilasyonu  
22-, 23-, 24-, 25 polihidroksi-

safra alkolleri 
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CYP27A1 enzimindeki bozukluk asidik/alternatif yolu tamamen bloke 

eder, çünkü bu yolda ilk reaksiyon CYP27A1 katalizi ile kolesterolden 3β-

hidroksi-5-kolestenoik aside dönüşümüdür. Klasik/nötral yolda ise reaksiyon 

3α,7α,12α-kolestan-5β-triol seviyesinde durur ve primer safra asitlerinin 

eksikliğine yol açar. Safra asit sentezinin uyarılması da safra asidi ara 

metabolitlerinin artmasına yol açar. Primer safra asidi olan CA bir dereceye kadar 

25-hidroksilasyon yolu ile sentezlenebilir. Ancak sadece bu yol eksikliğin 

giderilmesi için yeterli değildir. Klasik/nötral yolda oluşan 7α-hidroksi-4-

kolesten-3-one metaboliti ve kolesterol dokularda (ve ksantomalarda) biriken 5α-

kolestanole dönüştürülür (94-96).  

Hastalık birçok organ sistemini etkiler ve birçok dokuda anormal 

kolesterol ve kolestanol birikimi ile karakterize edilir, bu da nörolojik fonksiyon 

bozukluğu (demans, omurilik parezi ve serebellar ataksi ile), peritendinöz 

ksantomalar, erken ateroskleroz ve kataraktlarla sonuçlanır (97,98). Dokularda ve 

özellikle beyinde biriken 5α-kolestan-3β-ol (kolestanol) (5α-dihidro bir kolesterol 

türevi)  ciddi nörolojik bozukluklara neden olur (99).  

Hastalık kronik ishal ile bebeklik döneminde belirti gösterebilir. Öğrenme 

güçlüğü ve bilişsel bozukluk çoğu durumda çocukluk döneminde ortaya çıkabilir. 

Ancak sıklıkla çocukluk veya ergenlik döneminde bilateral kataraktlar görülür. 

CTX hastalarında nörolojik işlev bozukluğu ergenliğe kadar ortaya çıkmaz. 

Zihinsel işlevsellik yaşın artmasıyla ilerler ve tipik nörolojik semptomlar 20’li ve 

30'lu yaşlarda belirgin bir şekilde görülür. Tedavi edilmediğinde hastalık ölüme 

kadar ilerleyebilir (100-105).  

Klinik fenotip oldukça heterojen olduğundan hastalığın erken evrelerinde 

teşhis edilebilmesi zordur  (106-108). CYP27A1 geninde aynı mutasyona sahip 

kardeşler arasında bile klinik belirtilerde farklılıklar görülebilir. Bu nedenle CTX 

hastalarında klinik semptomlar ile genotipik kusur her zaman ilişkili 

görülmektedir (89).  

İlk CTX vakası 1937'de van Bogaert tarafından tanımlanmıştır (109). O 

zamandan beri, dünyada 300'den fazla vaka bildirilmiştir. Cinsiyet baskınlığı 

yoktur. CTX oldukça nadir görülen bir hastalıktır; Avrupa’da Kafkasyalılar 
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arasında görülme sıklığı 100.000 kişi başına 1,9 olarak tahmin edilmektedir (89). 

CTX'in tahmini insidansı Doğu Asya'da daha yüksektir, 100.000 kişi başına 

yaklaşık 15,5 (110). Japonya’da 2018'de, 3 yıldan uzun bir süredir CTX üzerine 

yapılan bir araştırma CTX'li 40 hastayı tanımlamıştır (111).  

2.4.2. 3β-Hidroksi-Δ5-Steroid Oksidoredüktaz (Dehidrogenaz) 

Eksikliği 

3β-hidroksi-∆5-C27-steroid dehidrogenaz (3β-HSD) eksikliği keşfedilen 

ilk safra asidi sentezi bozukluğudur (112-115) ve safra asidi sentezindeki en 

yaygın bozukluktur (115-117). En çok yenidoğanda veya bebeklerde kolestaz 

olarak kendini gösterir ve tedavi edilmedikçe erken siroz ve karaciğer 

yetmezliğine kadar ilerleyebilir (113,118,119). 

3β-hidroksi-∆5-C27-steroid dehidrogenaz (3β-HSD) enzimi hem 

klasik/nötral yol hem de alternatif/asidik safra asit sentez yollarında görev alan 

endoplazmik retikulumda membran bağlı bir enzimdir. Enzim reaksiyonun ikinci 

basamağını katalizlemekten sorumludur (116,120).  

HSD3B7 enzim eksikliğinde biriken 7α-hidroksikolesterol C24-safra 

asitlerine dönüşür. 12α-pozisyonda hidroksilasyonun gerçekleşip 

gerçekleşmemesine bağlı olarak 3β,7α-dihidroksi 5-kolenoik asit ve 3β,7α,12α-

trihidroksi 5-kolenoik asit metabolitleri oluşur.  Sonuçta  ∆5-çift bağı 

indirgenemediğinden 3β,7α-dihidroksi-5-kolestenoik asit ve 3β,7α,12α-

trihidroksi-5-kolestenoik asit metabolitleri 3α-konfigürasyonuna dönüştürülemez 

(24).  

Bu doymamış C24-safra asitleri çoğunlukla 3β-hidroksi konumda 

sülfatlanır (121) ve idrarla atılmadan önce yan zincir yalnızca glisin ile konjuge 

edilir (24,72,113). 3β-hidroksi Δ5-C27-steroid dehidrogenaz eksikliği metabolik 

yolu Şekil 2.7.’de gösterilmektedir (83). 
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Şekil 2.7. 3β-hidroksi Δ5-C27-steroid dehidrogenaz eksikliği metabolik yolu (83). 

Sonuç olarak bu atipik ara metabolitler kanaliküler zar boyunca taşınamaz 

ve karaciğerde birikir (70). Bu metabolitler kolestatik ve hepatotoksiktir ve sentez 

yolundaki blokaj primer safra asitlerinin sentezinin azalmasına, dolayısıyla da bu 

metabolitlerin sürekli olarak sentezlenmelerine neden olur (71,122,123). Bu 

durumda primer safra asitlerinin kolinerjik etkisinin olmaması kolestazın başlıca 

nedeni olarak kabul edilmektedir. Karaciğerde biriken toksik metabolitlerin ise 

siroza neden olduğu düşünülmektedir (124). 

3β-hidroksi-∆5-C27-steroid dehidrogenaz (3β-HSD) enzimindeki 

mutasyon safra asit sentez hataları içerisinde en sık rastlanan sentez 

bozukluğudur. Otozomal resesif kalıtım gösteren bu bozukluk safra asidi sentez 

bozukluğu tip 1(CBAS1) olarak da adlandırılmaktadır (116,122,125). Hastalık ilk 

olarak 1987'de Clayton ve ark. tarafından tanımlanmıştır (113). HSD3B7, 2000 

yılında Schwarz ve ark. (126) tarafından klonlanmış ve 3β-HSD eksikliğine neden 

olan 21 farklı mutasyon tanımlanmıştır (127-129). 

Kolesterol 

Kolesterol 7α-
hidroksilaz 
(CYP7A1) 

3β-hidroksi Δ5-C27-steroid 
oksidoredüktaz 

7α-hidroksikolesterol 
 

3β,7α-dihidroksi 5-kolenoik asit 
ve 

3β,7α,12α-trihidroksi 5-kolenoik asit 

Konjugasyon 
(Glisin /Sülfat) 

3-okzo-7α-hidroksi-4-kolenoik asit

Δ4-3-okzosteroid 5β-redüktaz 
(AKR1D1) 

Primer Safra Asitleri 
(Tespit Edilemez) 

Kolestaz 
Karaciğer Hasarı 

(+/-)12α-Hidroksilasyon 
27-Hidroksilasyon
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3β-HSD eksikliğini erken başlangıçlı karaciğer hastalığının diğer 

nedenlerinden ayıran en belirgin klinik özellikler; kolestaz varlığına rağmen 

pruritus yokluğu, normal serum GGT seviyesi ve total serum primer safra 

asitlerinin normal veya düşük seviyelerde olmasıdır (124,130,131). Hastalardaki 

klinik belirtiler farlılık gösterebilir (132),  ancak serum GGT ve toplam safra asidi 

konsantrasyonları önemli belirteç olarak kabul edilebilir (117). Hastalığın erken 

evrelerinde serum karaciğer enzimleri referans aralığı sınırlarındadır.  Hastalığın 

ilerlemesi ile enzim düzeylerinde artışlar görülür (65).  

Teşhis yaşı değişkenlik göstermektedir. Çoğu vaka bebeklik çağında veya 

erken çocuklukta tanımlansa da, genç veya hatta orta yaşlı yetişkinlerde de teşhis 

edilebilir. Klinik özellikler ve semptomlar da hastadan hastaya farklılık 

göstermektedir. Hatta HSD3B7 geninde heterozigot mutasyona sahip bazı 

hastaların asemptomatik olduğu bildirilmiştir (117,133).  

2.4.3. Δ4-3-oksosteroid 5β-redüktaz Eksikliği 

Safra asitlerinin A/B cis konfigürasyonu steroid-5β-redüktaz veya aldo-

keto redüktaz 1D1 (AKR1D1) tarafından verilir. AKR1D1 insanlarda bilinen tek 

steroid 5β-redüktazdır ve ağırlıklı olarak karaciğerde eksprese edilir (134). Safra 

asidi biyosentezinin tüm yolları için gerekli olan ∆4-okzosteroid 5β-redüktaz 

enzimi aldo-ketoredüktaz ailesi 1 üye D1 (AKR1D1) geni tarafından kodlanır  

(135). Enzim halka yapısını oluşturmak için C-4 ile C-5 arasındaki çift bağın 

indirgenmesini katalize eder (136).  

Enzim eksikliğinde çift bağ indirgenemez ve bunun sonucu olarak 3-okzo 

ara metabolitlerinin 3α-hidroksil ürünlerine dönüşümü gerçekleşmez. Diğer enzim 

kusurlarında olduğu gibi AKR1D1 eksikliğinde de primer safra asitleri azalır. 

Enzim kusurunun olduğu basamakta ise ∆-4-3-okzo-steroid ara metabolitleri 

birikir (62). Biriken doymamış C27-3-okzo-∆4 steroidler daha sonra karşılık gelen 

C24-safra asitlerine dönüştürülür (24).  

Primer ∆4-3-okzosteroid 5β-redüktaz eksikliği kongenital safra asidi 

sentezi bozukluğu tip 2, (CBAS2) olarak da adlandırılmaktadır.  Nadir görülen 

ancak tedavi edilmediğinde yaşamı tehdit eden safra asidi sentez bozukluğudur. 
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AKR1D1 enziminde mutasyon sonucu safra asit sentezi durur ve GGT’ın 

kanaliküler membrandan ayrılmasını kolaylaştıran primer safra asitlerinde 

eksikliğe neden olur.  Bu nedenle diğer sentez bozukluklarından farklı olarak ∆4-

okzosteroid 5β-redüktaz enzim eksiliğinde GGT hafif yüksek düzeylerdedir (78). 

Sekonder ∆4-3-okzosteroid 5β-redüktaz eksikliği ise AKR1D1 enzim aktivitesine 

bağlı olarak görülen sentez bozukluğudur (137). 

5β‐redüktaz eksikliği iki tip içerir: SRD5B1 gen mutasyonu ile primer 

5β‐redüktaz eksikliği ve SRD5B1 gen mutasyonlarının neden olmadığı sekonder 

5β‐redüktaz eksikliği (138,139). 5β‐redüktazı kodlayan SRD5B1 geni 7q32‐33 

kromozomu üzerinde bulunur ve otozomal resesif kalıtım gösterir (136). AKR1D1 

baskın olarak karaciğerde eksprese edilir (140,141). 2003 yılına kadar AKR1D1 

(SRD5B1) genindeki mutasyonlara sahip hastalar tarif edilmemiştir (138,139). 

 2.4.4. Oksisterol 7α-hidroksilaz (CYP7B1) Eksikliği  

Oksisterol 7α-hidroksilaz enzimi kromozom 8q21.3 üzerinde 6 ekzon 

içeren CYP7B1 geni tarafından kodlanır ve otozomal resesif kalıtım gösterir (142-

144). CYP7B1 enzimi sadece alternatif/asidik yolda 3β-hidroksi-5-kolestenoik 

asidin hidroksilasyonunu gerçekleştirir ve 3β-dihidroksi-5-kolestenoik asit oluşur. 

Enzim eksikliğinde görülen kusurlar özellikle yaşamın erken dönemlerinde asidik 

yolun insanlarda ne kadar önemli olduğunu göstermektedir (79,145).  

Oksisterol 7α-hidroksilaz (CYP7B1) enzim aktivitesi eksikliğine bağlı 

safra asidi sentezi metabolik yolu Şekil 2.8.’de gösterilmektedir. 
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Şekil 2.8.  Oksisterol 7α-hidroksilaz (CYP7B1) enzim aktivitesi eksikliği safra 
asidi sentezi metabolik yolu  (83). 

Oksisterol 7α-hidroksilaz eksikliğinin, bilinen IEBAS vakaları arasında en 

düşük prevalansa sahip olduğu düşünülmektedir (125). Bugüne kadar sadece 4 

vaka bildirildiğinden, klinik belirtiler veya prognozlar tam olarak açıklığa 

kavuşturulamamıştır (146).  

1998'de ilk oksisterol 7α-hidroksilaz eksikliği vakası tanımlanmıştır ve 

literatürde sadece 3 vaka bildirilmiştir. Oksisterol 7α-hidroksilaz enzimi yaşamın 

erken döneminde safra asidi sentezi için kolesterol 7α-hidroksilazdan daha önemli 

olabilir (142,143, 147,148). 

2.4.5. Safra Asit KoA amino asit N-açiltransferaz Eksikliği 

Safra asit sentez yollarının tümünde ortak olarak gerçekleşen son adım 

primer safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asidin (genellikle taurin 

veya glisin) C-24’e amid bağı ile konjugasyonudur. Konjugasyon ile safra 
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asitlerinin fiziksel ve kimyasal özellikleri değişir ve polariteleri artar 

(25,149,150).  

Safra asit sentezinde bu son adım reaksiyonları BACL ve BAAT genleri 

tarafından kodlanan iki enzim aracılığıyla gerçekleşir: safra asidi KoA ligaz ve 

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

Kenodeoksikolik asit (CDCA) ve kolik asidi (CA) KoA esterlerine 

(kenodeoksikoloil‐KoA ve koloil‐KoA) dönüştüren BACL, SLC27A5 tarafından 

kodlanır. Kenodeoksikoloil‐KoA ve Koloil‐KoA'yı kenodeoksikolik asit ve kolik 

asidin glisin ve taurin konjugatlarına dönüştüren BAAT, BAAT geni tarafından 

kodlanır (157).  

Bu safra asidi sentez bozukluğuna  safra asitlerinin KoA esterlerini taurin 

veya glisin konjugatlarına dönüştüren, karaciğere özgü peroksizomal enzim safra 

asidi-KoA: amino asit N-açiltransferazı kodlayan BAAT genindeki mutasyonlar 

neden olur (78,158,159). Dolayısıyla bu enzim bozukluğunun görüldüğü 

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

Sonuç olarak, hastalarda yağ emilim bozukluğuna ve yağda çözünen 

vitamin eksikliğine ve raşitizme yol açar (153,160). Bu semptomlar konjuge safra 

asitlerinin azalan sekresyonu sonucunda ortaya çıkar (160).  

2.4.6. α-metilaçil-KoA rasemaz Eksikliği 

α-metilaçil-KoA rasemaz (AMACR) hem peroksizomda hem de 

mitokondride β-oksidasyonda görev alan yardımcı enzimdir (161). Bu enzim 

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

AMACR, (25R)-pristanik asit, (25R)-THCA ve (25R)-DHCA dahil olmak 

üzere (R)-konfigürasyonunda bir metil grubu ile hem safra asidi sentezinde yer 

alan ara metabolitlerin hem de yağ asitlerinin izomerizasyonunu katalize eder 

(163). Bu enzimdeki bir eksiklik safra asidi yan zincir oksidasyonunu bozarak 

idrar, safra ve serumda (25R)-THCA'nın yüksek konsantrasyonlarına neden olur 

(164,165). Bu nedenle AMACR eksikliği, plazma, hücreler ve dokularda (25R)-

pristanik asit, (25R)-THCA ve (25R)-DHCA'nın birikmesine neden olur.  Bu 
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enzimdeki bozukluklar hem safra asidi hem de yağ asidi sentez yollarını etkiler  

(163,164).  

α-metilaçil-KoA rasemaz (AMACR) enzimin metabolik yolları Şekil 

2.9.’da gösterilmektedir. 

Şekil 2.9. α-metilaçil-KoA rasemaz enzim aktivitesindeki bozukluk ve birincil 
safra asidi sentezi ve dallı zincirli yağ asidi sentezi metabolik yolları 
(83). 

AMACR eksikliğinin klinik belirtileri arasında çocukluk döneminde hafif 

ila şiddetli karaciğer hastalığı, kolestaz ve yağda çözünen vitamin 

malabsorpsiyonu sayılabilir. Nörolojik semptomlar da gözlenebilir ancak bu 

ergenlik sonrası ortaya çıkabilir (165,166). Karaciğer hastalığının temel olarak 

safra asidi sentez bozukluğuna bağlı olduğunu,  ilerleyici nörolojik semptomların 

ise temel olarak pristanik asit birikimine bağlı olduğu düşünülmektedir (24). 
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2.4.7. Kolesterol 7α-Hidroksilaz (CYP7A1) Eksikliği 

CYP7A1 safra asit sentez yolunda hız sınırlayıcı enzimdir ve sadece 

karaciğerde eksprese edilir (5).  

Safra asidi sentezinin klasik/nötral yolunun ilk adımı kolesterolün (3β-

hidroksi-5-kolestanol) kolesterol 7α-hidroksilaz (CYP7A1) enzim katalizi ile 7α-

hidroksikolesterole dönüşümüdür. CYP7A1 enzim eksikliğinde alternatif/asidik 

yol aktive edilir ve primer safra asitlerinin sentezi bu yolda oksisterol 7α-

hidroksilaz enzimi üzerinden devam eder. Bu nedenle CYP7A1 enzim eksikliği 

safra asidi eksikliğine yol açmaz. CYP7A1 eksikliği olan üç birey tanımlanmıştır. 

Tanımlanan üç hastanın hepsinde statine dirençli hiperkolesterolemi (yüksek LDL 

düzeylerine sahip) ve üç kişiden ikisinde hiper-trigliseridemi ve safra taşı hastalığı 

öyküsünün varlığı tespit edilmiştir. Belirtiler kolestatik karaciğer hastalığı gibi 

görünmese de CYP7A1 eksikliğinin hepatik kolesterol birikimine ve yetersiz safra 

asidi atılımına neden olduğu sonucuna varılmıştır (31). 

2.4.8. Safra asit-KoA Ligaz Eksikliği 

Primer safra asitlerinin sentezinin son basamağında kolik asit ve 

kenodeoksikolik asidin glisin veya taurin aminoasitleri ile konjugasyonu 

gerçekleşir (167). Reaksiyon iki enzim aracılığıyla gerçekleşir (125). 

Safra asit-KoA ligaz (BACL)  birincil safra asitlerinin amidasyonu için 

gerekli olan ilk enzimdir ve C24-safra asitlerini karşılık gelen safra asit-

KoA'larına dönüştürür (33,43). BACL, endoplazmik retikulumda bulunan 

karaciğere özgü bir enzimdir. Ayrıca enterohepatik dolaşımda bağırsak bakterileri 

tarafından dekonjugasyona uğrayan safra asitlerinin yeniden konjugasyonunda 

gereklidir (43,168).  

SLC27A5 geni tarafından kodlanan BACL enzimindeki homozigot bir 

mutasyon varlığı sadece iki kardeşte tanımlanmıştır (157). Bu hastaların plazma 

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

β-oksidasyon yoluyla kısaltılması gereken DHCA ve THCA'nın yan 

zinciri, 25 konumunda bir metil grubuna sahiptir. Sterol 27-hidroksilaz, yalnızca 

25R-stereoizomerleri ve β-oksidasyon sisteminin ilk enzimi olan açil-KoA 

oksidaz 2'yi (ACOX2) ürettiğinden, sadece 25S-stereoizomerlerini kabul etmesi 

için AMACR'nin 25R-izomerlerini 25S-izomerlerine dönüştürmesi gerekir (169). 

Bu stereoizomerlere dönüşüm, C-27 safra asidi yan zincirinin sonraki 

peroksizomal β-oksidasyonu aşaması için gereklidir (67,170). Sadece (S) 

konfigürasyonundaki metil grubundaki yağ asitleri, peroksizomal beta oksidasyon 

için substrat olarak kabul edilir (163).  

AMACR eksikliğinde en çarpıcı safra asidi anormalliği, C27-safra asidi 

ara bileşiklerinin sadece (25R)- izomerinin varlığıdır (164,165). Buna karşılık, 

safra asidi biyosentezinin peroksizomal bozukluklarında, hem (25R)- hem de 

(25S)- izomerleri birikir (165).  

2.5. Kalıtsal Metabolizma Hastalıklarında Tarama Yöntemleri 

Kalıtsal metabolizma bozuklukları (IEM) terimi ilk olarak 1908'de genetik 

olarak belirlenmiş dört hastalığı (alkaptonüri, albinizm, sistinüri ve pentosüri) 

olan hastaları gözlemleyen İngiliz doktor Sir Archibald E. Garrod tarafından 

tanımlanmıştır (171 ).  

Kalıtsal metabolizma bozuklukları (IEM) farklı insidanslara sahip kalıtsal 

hastalıklardır. Çoğu IEM bozukluğunun arkasındaki patofizyoloji, substratların 

doğrudan ürünlerine yetersiz dönüşümüyle sonuçlanan spesifik bir enzim 

kusurudur. Bu kusur, reaksiyon ürünü temel ürünlerde azalmaya ek olarak toksik 

etkileri olan sıra dışı metabolitlerin birikmesine yol açar. IEM'ler birden çok 

benzer semptom ve metabolitle ortaya çıkabilir ancak erken ve doğru teşhis 

oldukça önemlidir (172, 173).  

Tek bir enzimin, yapısal proteinin veya taşıyıcı molekülün eksikliğinden 

veya enzim aktivitesindeki değişiklikten kaynaklanan bu kusurlar bugün teşhis 

edilmektedir, ancak bu tür hastalıklar hala nadirdir ve farklı ülke ve bölgelerde 

değişiklik göstermektedir (174). Bununla birlikte, genel insidanstaki 
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belirsizliklerin nedenleri ve dünya genelinde bireysel bozuklukların oranları ile 

ilgili veri eksikliği vardır. Bazı ülke veya bölgelerde akraba evliliğinin daha 

yüksek olması insidans oranlarını 50 kata kadar arttırabilir (175).  Bu nedenle, 

tüm IEM'ler için evrensel bir klinik protokol kullanmak imkansızdır. Bu da sadece 

klinik bulgulara dayanarak ayırıcı tanıyı zorlaştırmaktadır. Klinik veriler kesin 

tanı için yeterli değildir. Bunun yerine, laboratuvar verileri tanı için birincil ipucu 

haline gelmiştir (176,177). 

1980'lerde IEM'lerin taranmasında gaz kromatografisi/kütle spektrometrisi 

(GC/MS) kullanılmaktaydı. 1990'ların sonlarında, sıvı kromatografi/kütle 

spektrometrisinin (LC-MS) ortaya çıkışı ile 22 yeni IEM hastalığının hızlı teşhisi 

sağlandı (178). LC-MS/MS tabanlı yöntemler, bir dizi kritik metaboliti hedefler 

ve dünya çapında klinik rutinlerde uygulanan en yaygın kullanılan metabolomik 

analizleri temsil eder. Bu yöntemler daha önce kullanılan, zaman alan veya daha 

az hassas ölçümlere olan talebi azaltmıştır (179). Günümüzde, LC-MS ve direkt 

infüzyon tandem kütle spektrometrisi (MS/MS), metabolizmadaki doğuştan gelen 

hataların ölçümü için altın standart olarak kabul edilmektedir. IEM'lerin ardışık 

kütle spektrometrisi taraması, tek bir enjeksiyonla birkaç yaygın bozukluğu 

saptamak için ticari olarak temin edilebilen kitler kullanır (180, 181). 

2.6. Kromatografi  

Kromatografi, bir karışımın bileşenlerinin diferansiyel etkileşimlerine göre 

ayrılmasını sağlayan tekniktir. Sistem mobil faz adı verilen bir hareketli faz (sıvı 

veya gaz) içerisinde çözüldüğü ve bu hareketli fazı geçirerek ayrımın yapılmasını 

sağlayan bir sabit/durağan faz (katı veya sıvı)’dan oluşur.  Mobil faz sistemden 

geçer ve numune uygulandıktan veya enjekte edildikten sonra numune 

bileşenlerini beraberinde taşır. Sabit faz sistem içinde bir destek ile tutulur ve 

hareket etmez. Bir numunenin bileşenleri bu sistemden geçerken, durağan faz ile 

en güçlü etkileşime sahip olan bileşenler bu faz tarafından daha fazla 

korunacaktır. Sabit faz ile daha zayıf etkileşime sahip olan ve mobil fazda daha 

fazla zaman harcayan bileşenlerden daha yavaş ilerler. Böylece bu bileşenlerin 

hareket hızında ve kromatografik sistemden geçerken ayrılmalarında bir fark 

oluşur (182). 
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2.7.Kütle Spektrometrisi 

Kütle spektrometrisi (MS), analitlerden üretilen iyonların kütle-yük oranını 

ölçen, analitlerin kalitatif olarak tanımlanmasına ve kantitatif olarak 

belirlenmesine izin veren analitik bir tekniktir.  Moleküllerin iyonize hale 

gelmeleri iyonizasyon işlemiyle gerçekleşir. Kütle/yük ayırımının sağlanabilmesi 

için elektrik ya da manyetik alanlar oluşturulur. Elektromanyetik alanlar ile 

iyonların uzaysal yörüngeleri, hızı ve/veya istikameti etkilenerek ayırma sağlanır. 

İyonların hareketi iyonun kütlesiyle ters orantılı ve iyonun yüküyle doğru orantılı 

şekilde etkilenir. m/z değerlerinin spektrumu ile moleküller tanımlanır (183).  

İlk olarak fizikçi Joseph J Thomson (1856-1940) ve kimyager Francis W 

Aston (1877-1945) tarafından keşfedilen kütle spektrometrisinin biyokimya 

araştırmaları ve klinik uygulamalarda kullanımı daha geç olmuştur (184-187). MS 

1970'lerin başında klinik laboratuvarlar tarafından ilk kez  idrar (188-190) ve 

diğer vücut sıvılarında (191-193) sadece metabolik profil oluşturma için bir 

araştırma aracı olarak kullanılmaya başlanmıştır. MS'in ilk klinik laboratuvar 

uygulamaları toksikoloji analizleridir (194-199).  

Bir kütle spektrometrisi, bir molekülün kütle-yük oranını (m/z) ölçerek 

kütlesini belirler. İyonlar, bir yükün kaybolması veya kazanılmasıyla üretilir. Bir 

kez oluştuktan sonra, iyonlar elektrostatik olarak bir kütle analizörüne 

yönlendirilir ve burada m/z'ye göre ayrılır ve tespit edilir. Moleküler iyonizasyon, 

iyon ayrılması ve iyon saptamanın sonucu, moleküler kütle ve hatta yapısal bilgi 

sağlayabilen bir spektrumdur. Şekil 2.10.'da gösterildiği gibi bir kütle 

spektrometrisi ve bir prizma arasında benzetme yapılabilir. Prizmada ışık, dalga 

boylarına ayrılır ve daha sonra bir optik reseptör ile tespit edilir. Benzer şekilde, 

bir kütle spektrometrisinde, üretilen iyonlar kütle analiz cihazında ayrılır, 

sayısallaştırılır ve bir iyon detektörü (bir elektron çarpanı gibi) ile tespit edilir. 
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Şekil 2.10. Işığın dağılması ve kütle analizi işlemi karşılaştırılması (200). 

Kütle spektrometrisi, molekül ağırlığını belirlemek için atomları ve 

molekülleri ölçme tekniğidir. Bu tür kütle veya ağırlık bilgileri bir analitin 

kimliğini belirlemede her zaman yararlıdır. Böyle bir yöntemin olmazsa olmazları 

analit moleküllerinin iyonlara dönüştürülmesidir.  

Dört temel bileşen çoğunlukla tüm kütle spektrometrilerinde standarttır: 

1. Örnek girişi,

2. İyonizasyon kaynağı,

3. Kütle analizörü,

4. İyon detektörü.

Bazı bileşenler numune girişini ve iyonizasyon kaynağını birleştirirken,

diğerleri kütle analiz cihazını ve detektörü birleştirir. Bununla birlikte tüm örnek 

moleküller, cihaz konfigürasyonuna bakılmaksızın aynı işlemlerden geçirilir. 

Kütle spektrometrisinin bileşenleri Şekil 2.11.’de gösterilmektedir. 

İyon 
Kaynağı 

Işık 
kaynağı Prizma 

Kütle analizörü iyon 
ayırımı 

Detektör 
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Şekil 2.11. Kütle spektrometrisi bileşenleri. 

2.7.1. Numune Girişi: 

Numune girişi başlangıçta kütle spektrometrisinde büyük bir sorundu. 

Bunun nedeni kütle analizi yapılacak maddenin atmosfer basıncında olması (760 

Torr) ve numunenin cihazın iç basıncını (∼10–6 Torr) değiştirmeyecek şekilde 

cihaza verilmesinin gerekliliği idi. Numune girişinin en yaygın yöntemleri bir 

prob veya plaka ile doğrudan yerleştirme (yaygın olarak MALDI-MS ile 

kullanılır), doğrudan infüzyon veya iyonizasyon kaynağına enjeksiyondur. 

Doğrudan Yerleştirme: Bir yerleştirme probu/plakası kullanılarak bir 

numunenin cihaza verilmesinin çok basit bir yoludur. Numune, daha sonra kütle 

spektrometrisinin iyonizasyon bölgesine bir vakum aracılığıyla sokulan bir prob 

üzerine yerleştirilir. Numune ya termal desorpsiyonu kolaylaştırmak için ısıtılır ya 

da buharlaştırma ve iyonizasyonu kolaylaştırmak için lazer dezorpsiyon gibi 

herhangi bir sayıda yüksek enerjili dezorpsiyon işlemine tabi tutulur. 

Doğrudan İnfüzyon: Bir örneği gaz veya çözelti halinde vermek için basit 

bir kılcal veya kılcal kolon kullanılır. Doğrudan infüzyon da yararlıdır çünkü 

vakumdan ödün vermeden az miktarda numuneyi kütle spektrometrisine etkili bir 

şekilde dahil edebilir. Kılcal kolonlar rutin olarak ayırma tekniklerini bir kütle 

spektrometrisinin iyonizasyon kaynağı ile arayüzü olarak kullanılır. Gaz 

Numune 
Girişi 

İyon 
Kaynağı 

Vakum Pompası 

Kütle 
Analizörü 

Detektör 

Veri 
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kromatografisi (GC) ve sıvı kromatografisi (LC) dahil olmak üzere bu teknikler 

ayrıca bir çözeltinin farklı bileşenlerini kütle analizinden önce ayırmaya yarar. 

Gaz kromatografisinde, farklı bileşenlerin ayrılması bir cam kılcal kolon içinde 

meydana gelir. Buharlaştırılmış numune gaz kromatografisinden çıkarken, 

doğrudan kütle spektrometrisine verilir.  

2.7.2. İyonizasyon Kaynağı: 

İyonizasyon yöntemi, iyonizasyon mekanizmasını ifade ederken, 

iyonizasyon kaynağı, iyonlaşmanın meydana gelmesini sağlayan mekanik cihazı 

tanımlamaktadır. Nötr bir molekülü elektron fırlatma yoluyla iyonize ederek 

işlemek, elektron yakalama, protonlama, katyonizasyon veya proton giderme 

yoluyla veya yüklü bir molekülü yoğunlaşmış bir fazdan gaz fazına aktararak 

iyonize ederek çalışır. 

Protonlama, bir moleküle bir protonun ilave edildiği ve eklenen her proton 

için 1+ net pozitif yük üreten bir iyonizasyon yöntemidir. Pozitif yükler, kararlı 

katyonlar oluşturmak için aminler gibi molekülün daha temel kalıntıları üzerinde 

kalma eğilimindedir. Peptitler genellikle protonlama yoluyla iyonize edilir. 

Protonlama MALDI, elektrosprey iyonizasyonu (ESI) ve atmosferik basınçlı 

kimyasal iyonizasyon (APCI) ile elde edilebilir. 

Deprotonasyon, bir protonun bir molekülden uzaklaştırılmasıyla net 

negatif yükün elde edildiği bir iyonizasyon yöntemidir. Genellikle MALDI, ESI 

ve APCI yoluyla elde edilen bu iyonizasyon mekanizması, fenoller, karboksilik 

asitler ve sülfonik asitler dahil olmak üzere asidik türler için çok yararlıdır.  

Katyonizasyon, nötral bir moleküle kovalent olarak pozitif yüklü bir iyon 

eklenerek yüklü molekülün üretildiği bir iyonizasyon yöntemidir. Protonlama ile 

aynı gibi görünse de, katyonizasyon, bir proton (örn, Alkali, amonyum) dışında 

bir katyon ilave edilmesiyle farklılık gösterir. Ayrıca, protonlaşma kararsız 

moleküller için yararlı olduğu bilinmektedir. Ancak katyonların bir moleküle 

bağlanması doğal olarak daha az kovalenttir ve yük katyon üzerinde kalır. Bu, 

molekülün yükünün delokalizasyonunu ve parçalanmasını en aza indirir. 

Katyonizasyon yaygın olarak MALDI, ESI ve APCI yoluyla gerçekleştirilir. 
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Normalde çözelti içinde yüklü bileşiklerin transferi normal olarak yüklü türlerin 

yoğunlaştırılmış fazdan gaz fazına dezorpsiyonu veya atılması yoluyla 

gerçekleştirilir. Bu aktarım genellikle MALDI veya ESI yoluyla gerçekleştirilir 

(200). 

Numunenin sisteme girişinden sonra ilk işlem iyonizasyondur. Yüklü 

moleküller veya molekül fragmanları oluşturmak için çalışmanın türüne göre 

değişikli gösteren iyon kaynağı seçilir. Seçilecek iyon kaynağının iyon 

verimliliğinin yüksek ve düşük enerji dağılımı sağlayacak özellikte olması tercih 

edilir. Gaz faz iyon kaynakları ve dezorpsiyon iyon kaynakları olarak iki gruba 

ayırmak mümkündür.  

Gaz faz iyon kaynaklarında numune buharlaştırıldıktan sonra iyonize 

edilir. Dezorpsiyon iyonizasyon kaynağında ise numune direkt gaz hale geçerek 

iyonize olur (201). Gaz faz iyon kaynağının kullanıldığı iyonizasyon teknikleri 

arasında elektron iyonizasyon ve kimyasal iyonizasyon sayılabilir. Dezorpsiyon 

iyonizasyon teknikleri ise; Elektrosprey İyonizasyon (ESI), Atmosferik Basınçta 

Kimyasal İyonizasyon (APCI), Atmosferik Basınç Fotoiyonizasyon (APPI) ve 

Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon-İyonizasyon (MALDI)’dur.  

Elektrosprey iyonizasyonu günümüzde kimyasal ve biyokimyasal 

analizlerde en yaygın kullanılan iyonizasyon tekniğidir. Elektrosprey ile çok 

çeşitli kimyasal maddeler iyonize edilebilir. Kütlede hiçbir sınırlama yoktur, bu da 

büyük kovalent olmayan protein komplekslerinin araştırılmasını bile mümkün 

kılar (202). MALDI ve ESI şimdi mükemmel kütle aralığı ve hassasiyet sunan 

biyomoleküler kütle spektrometrisi için en yaygın kullanılan iyonizasyon 

kaynaklarıdır (203,204) 

Elektrosprey İyonizasyon (ESI) 

1980'lerin sonlarında iki yumuşak iyonizasyon tekniği olan elektrosprey ve 

matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) keşfiyle kütle 

spektrometrelerinde molekül ağırlığındaki kısıtlamaları ortadan kaldırmıştır. 

MALDI ve ESI yöntemleri ile kütleleri 1000 Da'nın üzerinde olan moleküller gaz 

fazına aktarılabilir ve çok yüksek verimlilikle ve kütle bariz bir sınırlaması 
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olmaksızın iyonize edilebilir (205-207). Günümüzde ESI sıvı formdaki 

numunelerin analizi için en yaygın kullanılan tekniktir. Molekülleri doğrudan sıvı 

fazdan iyonize ettiği için, analitik kimyada yaygın olarak kullanılan geleneksel 

kromatografik ayırma teknikleriyle uyumludur. ESI, iyonların kütle spektrometrisi 

analizine tabi tutulmadan önce çözeltiden gaz fazına geçişine yardımcı olmak için 

elektrik enerjisi kullanır. Çözeltideki iyonik türler böylece büyük bir hassasiyetle 

ESI-MS ile analiz edilebilir (208). 

ESI, peptitler, proteinler, karbonhidratlar, küçük oligonükleotitler, sentetik 

polimerler ve lipitler ile rutin olarak kullanılan bir yöntemdir. ESI, doğrudan sıvı 

bir çözeltiden gaz halinde iyonize moleküller üretir. Bir elektrik alanı varlığında 

yüksek oranda yüklü damlacıkların ince bir spreyini oluşturarak çalışır. 

Numune çözeltisi, 700 ila 5000 V arasında potansiyelde tutulan bir metal 

iğne ucundaki güçlü elektrik alanının bir bölgesinden püskürtülür. Potansiyelin 

uygulandığı iğne çözeltiyi, yüklü damlacıkların ince bir sprey halinde dağıtmaya 

yarar. Gaz, ısı veya her ikisi de damlacıklara atmosfer basıncında uygulanır, 

böylece çözücünün damlacıklardan buharlaşmasına neden olur. Yüklü damlacık 

boyutu azaldıkça, yüzeyindeki yük yoğunluğu artar. Bu yüzeydeki benzer yükler 

arasındaki karşılıklı Coulombic itme, yüzey gerilimi kuvvetlerini aşacak kadar 

büyük hale gelir ve iyonlar, “Taylor konisi” olarak bilinen yapıdan atılır. Başka 

bir olasılık, damlacıkların iyonları serbest bırakarak patlamasıdır. Her iki durumda 

da, ortaya çıkan iyonlar, kütle analizörünün vakumuna yol açan elektrostatik 

lensler vasıtasıyla bir deliğe yönlendirilir. ESI, çözeltinin sürekli olarak 

kullanılmasını içerdiğinden, yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) 

veya kılcal elektroforez ile bir arayüz olarak kullanım için uygundur. 

ESI içinde birçok çözücü kullanılabilir ve ilgili bileşiğin çözünürlüğüne, 

çözücünün uçuculuğuna ve çözücünün bir proton kaybetme yeteneğine göre 

seçilir. Tipik olarak metanol, 50/50 metanol/su veya 50/50 asetonitril/su gibi 

protik birincil çözücüler kullanılırken bazı bileşikler çözünürlüğünü arttırmak için 

% 10 DMSO ve izopropil alkol gibi aprotik yardımcı çözücüler kullanılır. ESI'de 

% 100 su kullanılmasına rağmen, suyun nispeten düşük buhar basıncı duyarlılık 

üzerinde zararlı bir etkiye sahiptir; uçucu bir organik çözücü eklendiğinde daha 
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iyi hassasiyet elde edilir. Bazı bileşikler, iyonlaşmayı kolaylaştırmak için % 0,1 

formik asit içeren düz kloroform kullanılmasını gerektirir. Na⁺, K⁺ fosfat ve tuzlar 

gibi tamponlar, damlacıkların buhar basıncını düşürerek ESI için bir sorun 

oluşturur ve uçuculuğu azaltarak ESI'daki sinyali önemli ölçüde azaltır. Sonuç 

olarak, amonyum asetat gibi uçucu tamponlar daha etkili bir şekilde kullanılabilir 

(200). 

2.7.3. Kütle Analizörü 

Kütle analizörü kütle spektrometrisinin en temel bölümüdür. Kütle 

analizörü prizma ile karşılaştırılabilir. Bir ışığın bileşen dalga boyları bir prizma 

ile ayrılır ve daha sonra optik bir reseptör tarafından tespit edilir. Benzer şekilde 

kütle analiz cihazında, bir iyon ışınının farklı tipteki iyonları (m/z) ayrılır ve daha 

sonra detektöre ulaşır. Yüklü moleküller kararlı olmadıklarından diğer 

moleküllerle ya da bir yüzey ile temas ettiğinde parçalanarak yüklerini 

kaybederler. Kütle analizörünün doğru seçimi, bir uygulama için gereken 

çözünürlüğe, kütle aralığına, tarama hızına ve algılama sınırına bağlıdır. 

2.7.4. Detektör 

İyonlar kütle analizöründen geçtikten sonra elektron çoğaltıcı olarak 

kullanılan detektöre ulaşır. Yüklü partiküllerin detektör membranına çarpması 

sonucu elektron salınımı gerçekleşir. Her çarpışma sonrası oluşan akım dijital 

sinyal oluşturur ve detektörde oluşan sinyal yoğunluğunun zamana bağlı değişimi 

iyon kromatogramı olarak kaydedilir (209).  

2.8. Sıvı Kromatografisi-Ardışık Kütle Spektrometrisi (LC-MS/MS) 

Sıvı kromatografi-ardışık kütle spektrometrisi (LC-MS/MS), bir numunede 

farklı bileşiklerin ayrılması, tanımlanması ve kantitasyonu için kullanılan hassas 

bir analitik tekniktir. Bu teknik, güçlü bir ayırma yöntemi olan yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ve kütle spektrometrisi-kütle 

spektrometrisi (MS/MS) yönteminin birleşmesiyle oluşur. Bunun sonucu olarak 

da yüksek özgüllük ve hassasiyete sahip LC-MS/MS sistemleri protein, peptit ve 
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oligonükleotit analizi, ilaç keşfi ve klinik ilaç testi gibi farklı bileşikler için 

laboratuvarlarda tercih edilen oldukça hassas bir yöntem haline gelmiştir. 

Sıvı kromatografisi sıvı karışımda bulunan bileşenlerin sabit ve hareketli 

faz aracılığıyla ayrıldığı fiziksel bir yöntemdir. Numuneler sıvı kromatografisi 

sistemi ile ayrıldıktan sonra kütle spektrometreleri analit moleküllerini bir iyon 

kaynağı ile iyonize duruma dönüştürür. İyonizasyon, sistem arayüzünde 

gerçekleşir ve yüklü partiküller oluşur. İyonlaşan bu yüklü damlacıklar MS/MS 

ünitesine gönderilir. Burada iyonlar ilk kuadrupolden kütle/yük (m/z) oranlarına 

göre ayrışır ve çarpışma hücresine geçer. Burada parçalanan moleküller ikinci 

kuadrupole geçerek ikinci ayrışma sağlanır. İyonlar bir kütle analizöründe kütle / 

yük (m/z) oranlarına göre analiz edilir ve daha sonra detektör tarafından 

kantitasyonu sağlanır. LC-MS/MS sisteminin kısımları Şekil 2.12.’de 

gösterilmektedir (210,211). 

Şekil 2.12. LC-MS/MS sisteminin kısımları. 

Ana İyon Yavru İyon 

Çarpışma 
Hücresi 

Numune 

İyonizasyon m/z 
ayırım 

Fragmen 
tasyon 

m/z 
ayırım Detektör 

MS2 MS1 

EI
ESI 
MALDI 
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2.9. Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrometrisi (GC/MS) 

Gaz kromatografisi-kütle spektrometrisi iki temel bölümden oluşur: gaz 

kromatografisi (GC) ve kütle spektrometrisi (MS). Kimyasal karışımların 

ayrılabildiği, tanımlanabildiği ve nicelleştirilebildiği popüler, ucuz ve kullanımı 

kolay bir tekniktir. Bir bileşiğin GC/MS tekniği ile analiz edilebilmesi için 

yeterince uçucu ve termal olarak kararlı yapıda olması gerekir. Bu kararlılık 

bileşiklerin türevlendirilmesiyle sağlanır. Ayrıca elde edilen verilerin kalitesini 

aksi yönde etkileyecek, istenmeyen adsorpsiyon etkilerini ortadan kaldırmak için 

analizden önce kimyasal modifikasyon gerekebilir.  

Numune GC sistemine enjekte edildiğinde burada buharlaştırılır ve taşıyıcı 

gaz (genellikle helyum) tarafından bir kromatografik kolon üzerine 

püskürtülür. Numune kolondan geçerken ilgilenilen karışımı içeren bileşikler, 

kolonun iç yüzeyi (sabit faz) ve taşıyıcı gaz (mobil faz) ile kısmi etkileşimleri 

nedeniyle ayrılır.  Kolonun ikinci kısmı ısıtılmış bir transfer hattından geçer ve 

iyon kaynağının girişinde sona erer. Burada kolondan çıkan bileşikler iyonlara 

dönüştürülür. İyonizasyon iki farklı şekilde gerçekleşebilir. En sık kullanılan 

yöntem elektron iyonizasyonu (EI) ve nadiren kullanılan alternatif kimyasal 

iyonizasyondur (CI). EI tekniğinde elektron demetleri molekülleri iyonize eder ve 

elektron kaybına neden olur. Bir elektronunu kaybeden molekül moleküler iyon 

olarak adlandırılır.  Bu iyondan elde edilen pik bir kütle spektrumunda ulaştığında 

bileşiğin molekül ağırlığı elde edilir.  

Bir sonraki bileşen, pozitif yüklü iyonları, kullanılan analizöre bağlı olarak 

kütle ile ilgili çeşitli özelliklere göre ayıran bir kütle analizörüdür. En yaygın 

olanları kuadrupoller ve iyon tuzaklarıdır. İyonlar ayrıldıktan sonra sinyalin 

çoğaltıldığı detektöre çarptırılır. Detektör oluşan sinyalleri zamana karşı toplam 

iyon kromatogramı (TIC: Toplam İyon Kromatogramı) veya zamana karşı tek 

iyon kromatogramı (SIC: Tek İyon Kromatogramı) şeklinde bilgisayara gönderir. 

Farklı GC-MS modelleri bulunsa da temel kısımlar hepsinde ortaktır. Gaz 

kromatografisi kütle spektrometrisinin temel kısımları Şekil 2.13.’de 

gösterilmektedir (212,213). 
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Şekil 2.13. Gaz kromatografisi dört kutuplu kütle spektrometrisinin (GC/MS) 
şematik diyagramı (211). 

Numune 
Girişi 

Gaz Kromatografisi 
(GC) 

Kütle Spektrometrisi (MS) 
Bilgisayar 

İyonizasyon Kuadropol Kütle Analizörü 

Detektör 

Odaklama Lensleri 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar 

3.1.1. Kimyasallar 

1. GCA (glikokolik asit sodyum hidrat tuzu) (LGC, Ürün Kodu, TRC-G641360)

2. TCA (taurokolik asit sodyum hidrat tuzu) (LGC, Ürün Kodu, TRC-T008851)

3. CA (Kolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-C432600)

4. GCA-3S (Glikokolik asit 3-sülfat) (*)

5. TCA-3S (Taurokolik asit 3-sülfat) (*)

6. CA-3S (Kolik asit 3-sülfat) (*)

7. GCDCA (Glikokenodeoksikolik asit sodyum tuzu, ultra-saf, ˂97%) (Sigma,

Ürün Kodu, G-0759)

8. TCDCA (Taurokenodeoksikolik asit sodyum tuzu) (LGC, Ürün Kodu, TRC-

T008130)

9. CDCA (Kenodeoksikolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-C291900)

10. GCDCA-3S (Glikokenodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

11. TCDCA-3S (Taurokenodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

12. CDCA-3S (Kenodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

13. GUDCA (Glikoursodeoksikolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-G679550)

14. TUDCA (Tauroursodeoksikolik asit sodyum tuzu, 90%) (LGC, Ürün Kodu,

TRC-T009200)

15. UDCA (Ursodeoksikolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-U850000)

16. GUDCA-3S (Glikoursodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

17. TUDCA-3S (Tauroursodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

18. UDCA-3S (Ursodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

19. GDCA (Glikodeoksikolik asit sodyum tuzu) (LGC, Ürün Kodu, TRC-G641400)

20. TDCA (Taurodeoksikolik asit) (Sigma, Ürün Kodu, T0557)

21. DCA (Deoksikolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-D232645)

22. GDCA-3S (Glikodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

23. TDCA-3S (Taurodeoksikolik asit 3-sülfat) (*)

24. DCA-3S (Deoksikolik asit 3-sülfat) (*)
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25. GLCA (Glikolitokolik asit) (CIL, Ürün Kodu, ULM-9555)

26. TLCA (Taurolitokolik asit sodyum tuzu) (LGC, Ürün Kodu, TRC-T009100)

27. LCA (Litokolik asit) (LGC, Ürün Kodu, TRC-L469180)

28. GLCA-3S (Glikolitokolik asit 3-sülfat) (*)

29. TLCA-3S (Taurolitokolik asit 3-sülfat) (*)

30. LCA-3S (Litokolik asit 3-sülfat) (*)

31. GHCA (Glikohiyokolik asit sodyum tuzu) (Steraloids, Ürün Kodu,C1860-000)

32. THCA (Taurohiyokolik asit sodyum tuzu) (Steraloids, Ürün Kodu,C1887-000)

33. HCA (Hiyokolik asit) (Steraloids, Ürün Kodu,C1850-000)

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

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

36. TCA d4 (Taurokolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4-D4, 98%) (LGC, Ürün Kodu,

DLM-9570)

37. GCDCA d4 (Glikokenodeoksikolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4,-D4,98%) (CIL,

Ürün Kodu, DLM-7804)

38. TCDCA d4 (Taurokenodeoksikolik asit sodyum tuzu; 2,2,4,4-D4, 98%) (CIL,

Ürün Kodu, DLM-9562)

39. GCA-1β-ol (1β-hidroksi-glikokolik asit) (*)

40. TCA-1β-ol (1β-hidroksi-taurokolik asit) (*)

41. CA-1β-ol (1β-hidroksi-kolik asit) (*)

42. GCA-6α-ol (6α-hidroksi-glikokolik asit) (*)

43. CA-6α-ol (6α-hidroksi-kolik asit) (*)

44. CDCA-1β-ol (1β-hidroksi-kenodeoksikolik asit) (*)

45. G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil)

amid) (*)

46. T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil)

amid) (*)

47. ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit) (*)

48. T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S (3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil)

amid 3-sülfat) (*)

49. ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S (3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit 3-sülfat) (*)

50. G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid) (*)
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51. T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid) (*) 

52. ∆⁵-3β,7α-(OH)2 (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit) (*) 

53. G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid 

3-sülfat) (*) 

54. T-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid 3-

sülfat) (*) 

55. ∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit 3-sülfat) (*) 

56. G-∆⁵-3β-OH (3β-hidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid) (*) 

57. T-∆⁵-3β-OH (3β-hidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid) (*) 

58. ∆⁵-3β-OH (3β-hidroksi-5-kolenoik asit) (*) 

59. G-∆⁵-3β-OH-3S (3β-hidroksi-5-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid 3-sülfat) 

(*) 

60. T-∆⁵-3β-OH-3S (3β-hidroksi-5-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid 3-sülfat) (*) 

61. ∆⁵-3β-OH-3S (3β-hidroksi-5-kolenoik asit 3-sülfat) (*) 

62. ∆⁵-3β,12α-(OH)2 (3β,12α-dihidroksi-5-kolenoik asit) (*) 

63. GCA-∆4-3-one (7α,12α-dihidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(karboksimetil) 

amid) (*) 

64. TCA-∆4-3-one (7α,12α-dihidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid) 

(*) 

65. CA-∆4-3-one (7α,12α-dihidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit) (*) 

66. GCDCA-∆4-3-one (12α-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(karboksimetil) amid) 

(*) 

67. TCDCA-∆4-3-one (12α-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit N-(2-sülfoetil) amid) (*) 

68. CDCA-∆4-3-one (12α-hidroksi-3-okzo-4-kolenoik asit) (*) 

69. CA-∆4,6-3-one (12α-hidroksi-3-okzo-4,6-koladienoik asit) (*) 

70. CDCA-∆4,6-3-one (3-okzo-4,6-koladienoik asit) (*) 

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

72. C27-DHCA (3β,7α-dihidroksi-5β-kolestanoik asit) (*) 

73. C27-THCA (3β,7α,12α-trihidroksi-5β-kolestanoik asit) (*) 

74. 5α-Kolestan-3β-ol (Sigma-Aldrich, D6128) 

75. 5α-Kolestan (Sigma-Aldrich, C8003) 

76. 7-Dehidrokolesterol ≥95.0% (HPLC)  (Sigma-Aldrich, 30800) 
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77. Kolesterol Sigma Grade, ≥99% (Sigma-Aldrich, C8667)

78. N,O-bis trimetilklorosilan ile (trimetilsilil) trifloroasetamid 

(BSTFA+%10TMCS) (Supelco, T6381)

79. Hekzan (Merck, 104371.2500)

80. Amonyum Asetat (Merck, 101116)

81. Potasyum Hidroksit (Merck, 105012)

82. Aseton (Merck, 100012)

83. Asetonitril (Sigma-Aldrich, 00687)

84. Formik Asit (Sigma-Aldrich, 56302 Fluka)

85. Metanol (Sigma-Aldrich, 34885)

86. Etanol (Sigma-Aldrich, 108543)

87. Piridin (Silylation Grade) (Merck, 107462)

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

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

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

3.1.2. Cihazlar 

1. LC-MS/MS Sıvı Kromatografisi-Üçlü Kuadrupol Kütle Spektrometrisi (Shimadzu

8040, Japonya)

2. GC-MS Gaz Kromatografisi Kütle Spektrometrisi (Shimadzu QP2010, Japonya)

3. Biyokimya Analizörü (Beckman Coulter AU680, ABD)

4. Su Banyosu (Nüve B5)

5. Evaporatör (Univapo 150H)

6. Santrifüj (NüveNF-1200R)

7. Etüv (Thermo Scientific Heraeus)

8. Azot uçurucu (VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001)

9. Kuru Blok Isıtıcı (Allsheng MK200-1)

10. Vorteks Karıştırıcı (Velp Scientifica 2X)(Heidolph Reax 2000 shaker)

11. Elektronik Hassas Terazi (Mettler ToledoAG204)

12. Sonikatör (Bandalin Sonorex)

13. -80 °C Derin Dondurucu (MDF-U6086S)

14. -20 °C Derin Dondurucu (DF-300)



41 

15. Distile su cihazı ( mpMinipure SUPER OTO-UP OTO)

3.1.3. Cam ve Sarf Malzemeler 

1. Cam malzemeler (Interlab)

2. Otomatik Pipetler (Isolab; 10-100 µL, 100-1000 µL, 1-5 mL)

3. Pipet Uçları (Isolab; 10-100 µL, 100-1000 µL, 1-5 mL)

4. Vial (vida kapaklı) (Shimadzu)

5. İnsert (Shimadzu)

6. Ependorf tüp (Polipropilen, 1,5-2 mL)

7. LC-MS/MS Kolonu (İnertSustain C18 3 µm (150 x 2,1 mm))

8. GC-MS Kolonu (Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm))

3.2. Çalışma Grupları 

Çalışma grubunu, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve 

Hastalıkları Gastroenteroloji, Hepatoloji Bilim Dalı’na başvuran nedeni 

açıklanamayan kronik karaciğer hastalığı ve kolestaz tanısı almış 13 hasta 

oluşturmaktadır. Kontrol grubunu, kronik karaciğer hastalığı olmayan rutin kontroller 

için gelen ve rutin tetkikleri sağlıklı değerlerde çıkan 50 gönüllü sağlıklı birey 

oluşturmaktadır. Çalışma ve kontrol grubundaki bireylerin yaş ve cinsiyetlerinin 

benzer olmasına dikkat edilmiştir.  

Çalışma ve kontrol grubundaki bireyler ve ebeveynleri araştırma amaçlı 

çalışma için düzenlenmiş aydınlatılmış onam formlarını ve rıza formlarını okuyarak 

çalışmaya katıldıklarını kabul etmişlerdir.  

3.3. Örneklerin Toplanması 

Çalışma grubundaki hastalar ve kontrol grubundaki gönüllülerden 1 kez idrar 

örneği alınmış ve çalışmaya kadar -80 °C’de saklanmıştır. Rutin testler için alınan 

kanlardan bir miktar ayrılmış ve çalışmada kullanılmak üzere -20 °C’de saklanmıştır. 

Alınan idrar ve ayrılan kan örnekleri Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez 

Laboratuvarında analiz edilmiştir. 
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3.4.Verilerin Toplanması:  

Bu tez kapsamında ölçülen 68 adet safra asidi çeşidi ve total safra asidi bu 

araştırma için özel olarak yapılmıştır. Hasta grubunun rutin istenen testlerinin ve 

incelemelerinin (Lipid Profili, ALT, AST, GGT, Total Bilirubin, Direkt Bilirubin, 

kayıtları hasta takip formu ile tutulmuştur (EK-3).  

3.5. Yöntemler 

 3.5.1. LC-MS/MS Yöntemi 

 3.5.1.1. Standart Çözeltilerin Hazırlanması  

Stok Standart Çözeltilerin Hazırlanması: 

Altmış sekiz safra asidinin standart ana stok çözeltileri 1000 µg/mL olacak 

şekilde saf etanolde hazırlanmıştır. Safra asit standartlarından 5 mg tartılarak 

üzerlerine 5 mL saf etanol ilave edilmiş ve çözünmeleri sağlanmıştır. Bu ana stok 

çözeltilerden 100 µL alınarak üzeri saf etanol ile 1000 µL’ye tamamlanmış ve 

derişimleri 100 µg/mL olan ara stok çözeltiler hazırlanmıştır. LC-MS/MS analizinde 

kullanılacak çalışma standartları bu ara stok çözeltiler kullanılarak hazırlanmıştır.  

Altmış sekiz safra asidi türlerinin 10000 pmol/mL derişimindeki stok çalışma 

standartları %20 asetonitril ile çalışma öncesinde taze olarak hazırlanmıştır. Stok 

standart çözeltiler ve çalışma standartları -80 °C’de saklanmıştır.  

Standart Doğru için Standart Çözeltilerin Hazırlanması: 

50-1000 pmol/mL arasında değişen 5 farklı seride standart doğru için 

kullanılacak standart çözeltiler %20 asetonitril içinde hazırlanmış ve -80 °C’de 

saklanmıştır.  

Standart doğru için standart çözeltilerinin derişimleri sırasıyla 1000 pmol/mL, 

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

 Safra asit standartları ait oldukları gruplar ve moleküler iyonlarının m/z 

değerleri ve alıkonma süreleri dikkate alınarak gruplandırılmış ve 68 safra asidi 
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standardı için derişimi 1000 pmol/mL olan yedi farklı karışım hazırlanmıştır. 5 farklı 

seride standart çözeltilerin hazırlanmasında bu karışımlar kullanılmıştır. 1000 

pmol/mL, 500 pmol/mL, 200 pmol/mL, 100 pmol/mL, 50 pmol/mL derişimdeki 

çözeltilerin hazırlanması Tablo 3.1.’de gösterilmektedir.  

Tablo.3.1 Standart doğru için standart çözeltiler ve derişimleri. 

Karışım 
(1000 pmol/mL) 

Kalibratör 4 
(100 pmol/mL) 

ACN:H₂O 
(%20) 

Kalibratör 1 

(1000 pmol/mL) 
1000 µL -- -- 

Kalibratör 2 

(500 pmol/mL) 
250 µL -- 250 µL 

Kalibratör 3 

(200 pmol/mL) 
100 µL -- 400 µL 

Kalibratör 4 

(100 pmol/mL) 
100 µL -- 900 µL 

Kalibratör 5 

(50 pmol/mL) 
-- 500 µL 500 µL 

İnternal Standart (IS) Çözeltilerinin Hazırlanması: 

İnternal standart olarak safra asidi türlerinin döteryum ile işaretlenmiş d₄-CA, 

d₄-GCA, d₄-TCA, d₄-GCDCA, d₄-TCDCA, d₅-CDCA-3S, d₅-GCDCA-3S, d₅-

TCDCA-3S standartları kullanılmıştır. Her bir internal standarttan derişimi 1000 

µg/mL olan ana stok internal standart çözeltiler %100 saf etanol kullanılarak 

hazırlanmıştır. Bu ana stok internal standart çözeltilerden 100 µL alınarak üzeri 

%100 saf etanol ile 1000  µL’ye tamamlanmış ve derişimleri 100 µg/mL olan ara 

stok internal standart çözeltiler hazırlanmıştır. Her bir internal standart %20 

asetonitril kullanılarak 10000 pmol/mL derişimli çözeltiler elde edilmiştir. Sekiz 

internal standart çözeltisi eşit hacimde karıştırılarak (8x125 µL) 1000 pmol/mL 

derişimli internal standart çalışma çözeltisi elde edilmiştir. Bu internal standart 
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çalışma çözeltisi her çalışma öncesinde günlük olarak hazırlanmıştır. Stok standart 

çözeltiler -80 °C’de saklanmıştır.  

Mobil Fazların Hazırlanması: 

 Mobil Faz A: 500 mL 10 mM amonyum asetat çözeltisi ve 500 mL %0,01 

(w/v) formik asit çözeltilerinin karışımından oluşmaktadır. Amonyum asetat ve 

formik asit çözeltilerinin hazırlanmasında LC-MS/MS analizine uygun saflıkta su 

kullanılmıştır. 

 Mobil Faz B: Yüksek saflıkta asetonitrilden oluşmaktadır.  

Mobil fazlar çalışma öncesinde günlük olarak hazırlanmıştır. Kullanımdan 

önce 10 dk süreyle ultrasonik banyoda bekletilerek degaze edilmiştir.  

3.5.1.2. Örneklerin Hazırlanması   

Her çalışma için çalışma ve kontrol gruplarından toplanan idrar örneklerinden 

500 µL alınmıştır. Geri kalan idrar örnekleri -80 °C’de saklanmıştır.  

LC-MS/MS yöntemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3β-

hidroksi-Δ5-safra asitleri ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri tayini için 500 µL idrar örneği 

kuru kâğıda (filtre kâğıdına) damlatılarak yaklaşık 4-5 saat oda sıcaklığında 

kuruması sağlanmıştır. Kuruyan filtre kağıdı dört eşit parçaya kesilmiş ve ¼’lük 

kısmı alınarak (yaklaşık 130 µL idrar) cam tüpe konulmuştur. Üzerine 3 mL %50 

etanol eklenerek 2 saat süre ile 25° C’de su banyosunda inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra 1 mL ependorf tüpe alınmış ve kreatinin ölçümü için 

ayrılmıştır. Safra asidi ölçümleri için 1 mL alınarak üzerine 50 µL döteryumla 

işaretlenmiş internal standartlar ( d₄-CA, d₄-GCA, d₄-TCA, d₄-GCDCA, d₄-

TCDCA, d₅-CDCA-3S, d₅-GCDCA-3S ve d₅-TCDCA-3S) eklenmiş ve 

vortekslenmiştir. Çözücünün evaporatörde uzaklaştırılmasından sonra üzerine 1 mL 

LC-MS/MS analizine uygun saflıkta H₂O ilave edilerek ultrasonik su banyosunda 

çözündürülmüştür. Çözeltilerden 1 mL viallere alınarak LC-MS/MS cihazında 

analize hazır hale getirilmiştir. 
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Kreatinin ölçümü için inkübasyondan sonra ayrılan 1 mL örnek evaporatöre 

alınarak çözücü uçurulmuş ve üzerine 1 mL LC-MS/MS analizine uygun saflıkta 

H₂O ilave edilerek Biyokimya Analizörü (Beckman Coulter AU680) cihazında 

kreatinin ölçümü yapılmıştır.  

LC-MS/MS yöntemi ile analiz edilecek idrar örneklerinin hazırlanmasında 

uygulanan iş akışı Şekil 3.1.’de gösterilmiştir.  

Şekil 3.1. İdrar Örneklerinin Hazırlanması. 

3.5.1.3. LC-MS/MS Çalışma Koşulları 

Çalışma ve kontrol gruplarından alınan idrar örneklerinde kantitatif olarak 

LC-MS/MS yöntemi ile klasik safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3β-hidroksi Δ5- 

safra asitleri ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri derişimlerini belirlemek için Shimadzu 

marka LC/MS-8040 model Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometresi kullanılmıştır. 

Kromatografik ayırım için İnertSustain C18 3 µm (150 x 2.1 mm)  kolonu 

kullanılmıştır. Kütle spektrofotometrisinde elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynağı 

kullanılmış ve analiz negatif iyonizasyon modunda gerçekleştirilmiştir. Altmış sekiz 

safra asidinin ana iyon ve yavru iyon kütle/yük (m/z) değerleri dikkate alınarak 
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tarama tipi MRM (Multiple Reaction Monitoring) (çoklu reaksiyon tarama)  olarak 

belirlenmiştir. Belirlenen optimum çalışma koşulları ve cihaz parametreleri Tablo 

3.2.’de verilmiştir. 

Tablo 3.2. LC-MS/MS Çalışma Koşulları ve Cihaz Parametreleri. 
Çalışma Koşulu Açıklama 

Kolon İnertSustain C18 3 µm (150 x 2.1 mm) 

Mobil faz 

Mobil Faz A: %0,01 Formik asit + 

10 mM Amonyum asetat 

Mobil Faz B: Asetonitril 

Elüsyon profili 

00.00 dk Başlama -- 

00.50 dk Mobil Faz B % 10 

05.00 dk Mobil Faz B % 22 

36.00 dk Mobil Faz B % 60 

46.00 dk Mobil Faz B % 98 

50.00 dk Mobil Faz B % 98 

50.01 dk Mobil Faz B % 10 

60.00 dk Bitiş -- 

Akış hızı 0,2 mL/dk 

Kolon fırını sıcaklığı 40 °C 

Tarama tipi MRM 

Analiz süresi 60 dk 

İyonizasyon 
Elektrosprey İyonizasyon (ESI), 

Negatif İyonizasyon 

LC-MS/MS yöntemi ile analizi yapılan toplam altmış sekiz safra asit standartlarının 

alıkonma süreleri (RT) ve MRM geçişleri Tablo 3.3.’de yer almaktadır.  
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Tablo 3.3.  LC-MS/MS yöntemi ile incelenen safra asit standartlarının MRM 
geçişleri ve alıkonma süreleri (RT) 

Safra Asitleri RT 
(min) 

Ana İyon 
(m/z) 

Yavru İyon 
(m/z) 

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 yöntemi ile incelenen safra asit standartlarının 
MRM geçişleri ve alıkonma süreleri (RT)  

Safra Asitleri RT 
(min) 

Ana İyon 
(m/z) 

Yavru İyon 
(m/z) 

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 31.31 455.10 96.90 

GHCA 23.85 464.30 74.00 

THCA 29.38 498.70 124.00 

HCA 25.07 407.20 389.10 

GCA-1β-ol 16.35 480.20 74.00 

TCA-1β-ol 17.03 530.10 124.00 

CA-1β-ol 16.45 423.10 263.30 

GCA-6α-ol 18.90 480.20 74.00 

CA-6α-ol 19.27 423.10 313.30 

CDCA-1β-ol 20.07 407.20 389.30 

G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 20.00 462.10 74.00 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 20.80 512.10 124.00 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 20.72 405.20 289.30 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 19.35 295.70 96.90 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 19.71 485.10 97.00 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 23.72 446.20 74.00 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 24.92 496.10 124.00 

∆⁵-3β,7α-(OH)2 26.07 389.10 357.30 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 21.37 262.60 97.00 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 0.001 287.50 97.00 

∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 24.09 469.10 96.90 

G-∆⁵-3β-OH 30.14 430.40 74.00 

T-∆⁵-3β-OH 31.44 480.10 124.00 
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Tablo 3.3.  (Devam) LC-MS/MS yöntemi ile incelenen safra asit standartlarının 
MRM geçişleri ve alıkonma süreleri (RT)  

Safra Asitleri RT 
(min) 

Ana İyon 
(m/z) 

Yavru İyon 
(m/z) 

∆⁵-3β-OH 38.41 373.20 355.20 

G-∆⁵-3β-OH-3S 23.47 254.90 96.90 

T-∆⁵-3β-OH-3S 24.52 279.50 96.90 

∆⁵-3β-OH-3S 28.75 453.10 96.90 

∆⁵-3β,12α-(OH)2 25.98 389.10 287.30 

GCA-∆4-3-one 20.58 460.10 74.00 

TCA-∆4-3-one 21.45 510.10 124.00 

CA-∆4-3-one 21.31 403.10 123.10 

GCDCA-∆4-3-one 25.03 444.10 74.00 

TCDCA-∆4-3-one 26.23 494.10 124.00 

CDCA-∆4-3-one 27.60 387.10 369.30 

CA-∆4,6-3-one 26.35 385.10 341.30 

CDCA-∆4,6-3-one 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 Yöntemi 

3.5.2.1. Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

Stok Standart Çözeltilerin Hazırlanması: 

Gaz kromatografisi kütle spektrometrisinde tayini yapılan kolesterol 

standardının ana stok standart çözeltisi 1163,69 µmol/L olacak şekilde metanol 

içerisinde hazırlandı. 7-dehidrokolesterol ve kolestanol (5α-kolestan-3β-ol veya 

dihidrokolesterol) standartlarının ana stok standart çözeltileri sırasıyla, 624 µmol/L 

ve 643,2 µmol/L olacak şekilde heptan içerisinde hazırlandı. Ana stok standart 

çözeltilerinden kolesterol metanol ile seyreltilerek, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol 

ise heptan ile seyreltilerek çalışma standartları hazırlandı. Hazırlanan çalışma 

standartları standart doğru için kullanıldı. 

Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol çalışma standartları her çalışma 

öncesinde taze olarak hazırlandı.  Ana stok standart çözeltiler -20 °C’de 6 ay süreyle 

muhafaza edildi.  

Standart Doğru için Standart Çözeltilerin Hazırlanması: 

Ana stok standart çözeltileri kullanılarak hazırlanan çalışma standartlarından 

yararlanılarak standart doğru oluşturulmuştur. Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve 

kolestanol için farklı konsantrasyonlarda 6 farklı seride standart çözeltiler taze olarak 

hazırlanmıştır.  

Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol’e ait standartlar ve derişimleri 

Tablo 3.4.’de gösterilmektedir.  
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Tablo 3.4. GC-MS Standart Doğru İçin Standart Çözeltiler ve Derişimleri. 

Kolesterol 7-Dehidrokolesterol Kolestanol 

Kalibratör 1 0,9 µg/mL 0,3 µg/mL 0,3 µg/mL 

Kalibratör 2 1,8 µg/mL 0,6 µg/mL 0,6 µg/mL 

Kalibratör 3 2,7 µg/mL 1,2 µg/mL 1,2 µg/mL 

Kalibratör 4 4,5 µg/mL 2,4 µg/mL 2,4 µg/mL 

Kalibratör 5 7,2 µg/mL 4,8 µg/mL 4,8 µg/mL 

Kalibratör 6 10,8 µg/mL 9,6 µg/mL 9,6 µg/mL 

İnternal Standart (IS) Çözeltilerinin Hazırlanması: 

İnternal standart olarak koprostanol (5β-cholestan-3β-ol) kullanılmıştır. 

İnternal standardın ana stok çözeltisi 0,5 mg/mL olacak şekilde metanol içerisinde 

hazırlanmıştır. Bu ana stok internal standart çözeltisi metanol ile seyreltilerek 

çalışmada kullanılan derişik internal standart çözeltisi elde edilmiştir. 

Hazırlanan internal standardın ana stok çözeltisi -80 °C’de saklanmıştır ve 

çalışmada kullanılan derişik internal standart çözeltileri taze olarak hazırlanmıştır.   

3.5.2.2. Örneklerin Hazırlanması 

Çalışma ve kontrol gruplarından toplanan kan örneklerinin plazmaları 

ayrılmış ve çalışmaya kadar -80 °C’de saklanmıştır. Çalışma öncesinde plazma 

örnekleri oda ısısında bekletilmiş ve çözünmeleri sağlanmıştır.   

Gaz kromatografisi kütle spektrometrisinde kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve 

kolestanol analizi için ilk olarak 35 mL'lik cam vial içerisine 100 µL internal standart 

ve 100 µL çözünmüş plazma örneği eklenmiştir. Üzerine 3 mL KOH çözeltisi 

eklenerek viallerin kapağı kapatılmış ve hızlıca vortekslenmiştir. 55 °C’de 120 dk 
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bekletildikten sonra soğuk su altında reaksiyon durdurulmuş ve üzerlerine 3 mL ultra 

saf su ve 2 mL heptan eklenmiş ve viallerin kapağı kapatılarak hızlıca 

vortekslenmiştir. Daha sonra 4000 rpm’de 20 °C’de 10 dk santrifugasyon işleminin 

ardından organik faz (üst faz) alınarak 2 mL'lik cam viallere aktarılmıştır. 40 °C’de 

N₂ altında uçurma işleminin ardından türevlendirme basamağına geçilmiştir. 

Türevlendirme için 50 µL piridin ve 100 µL Bis-trimetilsililtrifluorasetamid 

(BSTFA) (+ 10 % trimetilklorosilan) kullanılmıştır. Türevlendirme reaktifleri 

eklendikten sonra 80 °C’de 1 saat bekletilmiş ve daha sonra GC-MS viallerine 

alınarak analize hazır hale getirilmiştir.  

GC-MS yöntemi ile analiz edilecek plazma örneklerinin hazırlanmasında 

uygulanan iş akışı Şekil 3.2.’de gösterilmiştir. 

Şekil 3.2. Plazma Örneklerinin Hazırlanması. 

3.5.2.3. GC-MS Çalışma Koşulları 

Çalışma ve kontrol gruplarından alınan plazma örneklerinde kantitatif olarak 

GC-MS yöntemi ile kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol (5α-cholestan-3β-ol 

veya dihidrokolesterol) derişimlerini belirlemek için Shimadzu marka GC-MS 
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Shimadzu QP2010 model Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrometrisi kullanılmıştır. 

Kromatografik ayırım için Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm) GC-MS kolonu 

kullanılmıştır. Belirlenen optimum çalışma koşulları ve cihaz parametreleri Tablo 

3.5’de verilmiştir. 

Tablo 3.5 GC/MS Çalışma Koşulları ve Cihaz Parametreleri 

Çalışma Koşulları Açıklama 

GC Koşulları 

Enjeksiyon Miktarı 1 µL 

Kolon Sıcaklığı 90 °C 

Enjeksiyon Sıcaklığı 300 °C 

Kolon Programı 

Hız Son Sıcaklık Tutuş zamanı 

-- 90.00 3.00 

25.00 260.00 28.00 

1.00 275.00 13.00 

Toplam Program Zamanı 65.80 dk 

Kolon Rtx-1701 (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 mm) 
Bellefonte, PA, USA 

Gaz Basıncı 199,8 kPa 

Toplam Akış 83,6 mL/dk 

Kolon Akışı 1,56 mL/dk 

Doğrusal Hız 32,7 cm/sn 

Arındırma Akışı 4,0 mL/dk 

MS Koşulları 

İyon kaynağı Sıcaklığı 200 °C 

Arayüz Sıcaklığı 230 °C 

Tarama Modu Tarama 

İyonizasyon Modu EI 
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GC-MS yöntemi ile analizi yapılan kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve 

kolestanol’e ait standartların kütle spektrumunda seçilen iyon değerleri, referans iyon 

değerleri ve kromatografik ayırımda bulunan alıkonma süreleri (RT) Tablo 3.6.’da 

yer almaktadır.  

Tablo 3.6.  GC-MS yöntemi ile incelenen kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve 
kolestanol standartlarının kütle spektrumunda seçilen iyon değerleri, 
referans iyon değerleri ve alıkonma süreleri (RT) 

RT 
(min) 

Seçilen İyon 
(m/z) 

Referans  İyon 
(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 İzni 

Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 

Kurul’undan GO 18/255 kayıt numaralı ve “Kolestaz hastalarında safra asitlerinin 

LC-MS/MS ile araştırılması ve olası biyobelirteçlerin belirlenmesi” başlıklı proje 

için etik kurul izni 27/03/2018 tarihli etik kurul kararıyla alınmıştır ve bu tez 

kapsamında kullanılması uygun bulunmuştur (Ek.1). 

3.7. İstatistiksel Yöntemler 

İstatistiksel analizler Windows IBM Sürüm 22.0 kullanılarak gerçekleştirildi. 

Parametrik dağılım gösteren veriler ± standart sapma, parametrik dağılıma uymayan 

kategorik değişkenler ise medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. 

Değişkenlerin normal dağılıma uygunluğu görsel (histogram ve olasılık grafikleri) ve 

analitik yöntemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) değerlendirildi. 

Gruplar arasında varyansların homojenliği Levene testi ile test edildi. Normal 

dağılım gösterdiği belirlenen parametreler Bağımsız Gruplar T Testi ile Normal 

dağılım göstermeyen parametreler ise Mann-Whitney U Testi ile değerlendirildi. P 

değerinin 0.05’in altında olduğu durumlar istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR

4.1. LC-MS/MS Yöntemi ile Analizi Yapılan Safra Asitlerinin 

Kromatogramları 

Safra asitleri standartlarına ait standart doğrularının hazırlanmasında safra asit 

standartlarının ait oldukları gruplar ve moleküler iyonlarının m/z değerleri ve 

alıkonma süreleri dikkate alınarak gruplandırılmış ve yedi farklı karışım 

hazırlanmıştır. Moleküler iyonlarının m/z değeri yakın olan safra asit standartlarının 

farklı karışımlarda yer almasına dikkat edilmiştir. Buna göre bu karışımlarda yer alan 

safra asit standartları ve bu standartların kromatogram görüntüleri Şekil 4.1., Şekil 

4.2., Şekil 4.3., Şekil 4.4., Şekil 4.5., Şekil 4.6. ve Şekil 4.7.’de yer almaktadır. 
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Şekil 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) standartlarına ait kromatogramlar  
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Şekil 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) standartlarına ait kromatogramlar 
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Şekil 4.3. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan 1) T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S (m/z 295.70, RT: 19.35),  2) G-∆⁵-3β,7α,12α-
(OH)3 (m/z 462.10, RT: 20.00), 3) T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 (m/z 496.10, RT: 24.92), 4) G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (m/z 262.60, RT: 
21.37), 5) ∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (m/z 469.10, RT: 24.09), 6) G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 (m/z 446.20, RT: 23.72), 7) ∆⁵-3β,7α,12α-
(OH)3 (m/z 405.20, RT: 20.72), 8) T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (m/z 512.10, RT: 20.80), 9) ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S (m/z 
485.10, RT: 19.71) standartlarına ait kromatogramlar 
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Şekil 4.4. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri ve 3-okzo-∆⁴-Safra Asitleri grubunda yer alan 1) ∆⁵-3β,12α-(OH)2 (m/z 389.10, RT: 25.98) 2) 
∆⁵-3β,7α-(OH)2 (m/z 389.10, RT: 26.07) 3) CA-∆4,6-3-one (m/z 385.10, RT: 26.35) 4) GCA-∆4-3-one (m/z 460.10, RT: 
20.58) 5) TCA-∆4-3-one (m/z 510.10, RT: 21.45) 6) CDCA-∆4,6-3-one (m/z 369.10, RT: 37.16) 7) TCDCA-∆4-3-one 
(m/z 494.10, RT: 26.23) 8) GCDCA-∆4-3-one (m/z 444.10, RT: 25.03) 9) CDCA-∆4-3-one (m/z 387.10, RT: 27.60) 10) 
CA-∆4-3-one (m/z 403.10, RT: 21.31) standartlarına ait kromatogramlar 
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Şekil 4.5. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri, Kısa zincirli safra asitleri ve Uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan 1) T-∆⁵-3β-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) ∆⁵-3β-OH 
(m/z 373.20, RT: 38.41) 5) G-∆⁵-3β-OH-3S (m/z 254.90, RT: 23.47) 6) G-∆⁵-3β-OH (m/z 430.40, RT: 30.14) 7) T-∆⁵-3β-
OH-3S (m/z 279.50, RT: 24.52) 8) ∆⁵-3β-OH-3S (m/z 453.10, RT: 28.75) 9) nor-CA (m/z 393.20, RT: 21.60) 10) CA-1β-
ol (m/z 423.10, RT: 16.45) standartlarına ait kromatogramlar 
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Şekil 4.6. Hidroksile safra asitleri ve Klasik safra asitleri grubunda yer alan 1) GCA-1β-ol (m/z 480.20, RT: 16.35) 2) TCA-1β-ol 
(m/z 530.10, RT: 17.03) 3) CA-6α-ol (m/z 423.10, RT: 19.27) 4) CDCA-1β-ol (m/z 407.20, RT: 20.07) 5) GCA-6α-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) standartlarına ait kromatogramlar 
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Şekil 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) standartlarına ait kromatogramlar 
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4.2. LC-MS/MS Yöntemi ile Analizi Yapılan Safra Asitlerinin Standart 

Doğruları 

 LC-MS/MS cihazı ile yapılan ölçümlerde safra asitlerinin standart doğruları 

50- 1000 pmol/mL arasında değişen 5 farklı konsantrasyonda hazırlanmıştır. Standart 

doğrular safra asit türlerine göre gruplandırılmıştır. Bu safra asitleri gruplarına ait 

safra asidi türlerinin standart doğruları ve korelasyon katsayıları (r² değerleri) 

Şekil.4.8. ile Şekil.4.21. arasındaki şekillerde verilmiştir.  

 

 

 

Şekil.4.8. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GCA, TCA, CA ve TCA-3S safra 
asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğruları 
ve r² değerleri 

GCA TCA 

CA TCA-3S 
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Şekil.4.9. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan CA-3S, GCDCA, TCDCA, 
CDCA, GCDCA-3S ve TCDCA-3S safra asit standartlarının LC-MS/MS 
yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve r² değerleri  

CA-3S GCDCA 

TCDCA CDCA 

GCDCA-3S TCDCA-3S 
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Şekil 4.10. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan CDCA-3S, GUDCA, TUDCA, 
UDCA, GUDCA-3S ve UDCA-3S safra asit standartlarının LC-MS/MS 
yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve r² değerleri  

CDCA-3S GUDCA 

TUDCA UDCA 

GUDCA-3S UDCA-3S 
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Şekil.4.11. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GDCA, TDCA, DCA, GDCA-
3S, TDCA-3S ve DCA-3S safra asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi 
ile elde edilen standart doğruları ve r² değerleri  

GDCA TDCA 

DCA GDCA-3S 

TDCA-3S DCA-3S 
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Şekil.4.12. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GLCA, TLCA, LCA, GLCA-3S, 
TLCA-3S ve LCA-3S safra asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile 
elde edilen standart doğruları ve r² değerleri  

GLCA TLCA 

LCA GLCA-3S 

TLCA-3S LCA-3S 
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Şekil.4.13. Klasik Safra Asitleri grubunda yer alan GHCA safra asit standardının 
LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğrusu ve r² değeri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GHCA 
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Şekil.4.14. Hidroksile Safra Asitleri grubunda yer alan GCA-1β-ol, TCA-1β-ol, CA-
1β-ol, GCA-6α-ol, CA-6α-ol ve CDCA-1β-ol safra asit standartlarının 
LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve r² değerleri 

GCA-1β-ol TCA-1β-ol 

CA-1β-ol GCA-6α-ol 

CA-6α-ol CDCA-1β-ol 
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Şekil.4.15. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3, 
T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3, ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3, T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-
3S, ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S ve G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 safra asit 
standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve 
r² değerleri 

G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 

 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 

 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 

 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 
G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 
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Şekil.4.16. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan T-∆⁵-3β,7α-(OH), ∆⁵-
3β,7α-(OH)2, G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S, ∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S, G-∆⁵-3β-OH 
ve T-∆⁵-3β-OH safra asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde 
edilen standart doğruları ve r² değerleri 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 

 

∆⁵-3β,7α-(OH)2 

 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 

 

∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 

 

G-∆⁵-3β-OH 

 

T-∆⁵-3β-OH 
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Şekil.4.17. 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan ∆⁵-3β-OH, G-∆⁵-3β-OH-
3S, T-∆⁵-3β-OH-3S, ∆⁵-3β-OH-3S ve ∆⁵-3β,12α-(OH)2 safra asit 
standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve 
r² değerleri 

∆⁵-3β-OH G-∆⁵-3β-OH-3S 

T-∆⁵-3β-OH-3S ∆⁵-3β-OH-3S 

∆⁵-3β,12α-(OH)2 
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Şekil.4.18. 3-okzo-∆⁴-Safra asitleri grubunda yer alan GCA-∆4-3-one, TCA-∆4-3-

one, CA-∆4-3-one, GCDCA-∆4-3-one, TCDCA-∆4-3-one ve CDCA-∆4-
3-one safra asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 
standart doğruları ve r² değerleri 

GCA-∆4-3-one TCA-∆4-3-one 

CA-∆4-3-one GCDCA-∆4-3-one 

TCDCA-∆4-3-one CDCA-∆4-3-one 
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Şekil.4.19. 3-okzo-∆⁴-Safra asitleri grubunda yer alan CA-∆4,6-3-one ve CDCA-
∆4,6-3-one safra asit standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 
standart doğruları ve r² değerleri 

 

 

Şekil.4.20. Kısa zincirli safra asidi olan nor-CA safra asit standardının LC-MS/MS 
yöntemi ile elde edilen standart doğrusu ve r² değeri 

nor-CA 

 

CA-∆4,6-3-one 

 

CDCA-∆4,6-3-one 
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Şekil.4.21. Uzun Zincirli Safra Asitleri olan C27-DHCA ve C27-THCA safra asit 
standartlarının LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen standart doğruları ve 
r² değerleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C27-DHCA C27-THCA 
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4.3. Kolestaz Hastalarının ve Kontrol Grubunun Demografik Özellikleri 

ve Biyokimyasal Verileri 

Çalışmaya 13 hasta ve 50 sağlıklı birey dahil edildi. Kontrol grubundaki 

sağlıklı bireylerin ve hastaların cinsiyetlerinin ve yaş ortalamalarının benzer 

olmasına dikkat edildi. Kontrol grubundaki sağlıklı bireylerin demografik özellikleri 

ve biyokimyasal verilerinin (ALT, AST, Direkt Bilirubin, İndirekt Bilirubin, Total 

Bilirubin, İdrar Kreatinin) ortalama ± standart sapma değerleri Tablo 4.1.’de 

verilmiştir. Hastaların demografik özellikleri ve biyokimyasal verileri (ALT, AST, 

GGT, Direkt Bilirubin, İndirekt Bilirubin, Total Bilirubin, İdrar Kreatinin) Tablo 

4.2.’de verilmiştir. 

Tablo 4.1. Kontrol grubunun demografik özellikleri ve biyokimyasal verileri. 

Demografik Özellikleri ve 
Biyokimyasal Verileri 

Sağlıklı Kontrol (Ort ± Std Sapma) 

Yaş 9,84 ± 4,72 
(n= 50) 

Cinsiyet K:E 24:26  
(n= 50) 

ALT (U/L) 17,68 ± 10,25 
(n= 50) 

AST (U/L) 25,24 ± 8,95 
(n= 50) 

Direkt bilirubin 
(mg/dL) 

0,11 ± 0,05 
(n= 31) 

İndirekt  bilirubin 
(mg/dL) 

0,40 ± 0,18 
(n= 31) 

Total bilirubin 
(mg/dL) 

0,50 ± 0,22 
(n= 31) 

Kreatinin 
(mmol/L) 

0,20 ± 0,14 
(n= 50) 
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Tablo 4.2. Hastaların demografik özellikleri ve biyokimyasal verileri. 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

Cinsiyet E E K K E E E E E K K K K 

Yaş 8 yıl 10 yıl 14 yıl 17 yıl 9 ay 5 ay 12 yıl 15 yıl 8 ay 1 yıl 8 yıl 1 yıl 4 ay 

ALT 
(U/L) 

33 
(<39) 

16 
(<39) 

13 
(<39) 

14 
(<39) 

120 
(<60) 

69 
(<39) 

127 
(<39) 

23 
(<39) 

86 
(<39) 

67 
(<39) 

16 
(<39) 

83 
(<39) 

250 
(<39) 

AST 
(U/L) 

55 
(<51) 

24 
(<51) 

20 
(<56) 

26 
(<56) 

171 
(<56) 

59 
(<56) 

53 
(<56) 

23 
(<56) 

281 
(<56) 

164 
(<56) 

31 
(<56) 

190 
(<56) 

469 
(<56) 

GGT 
(U/L) 

15 
(3-22) 

12 
(3-22) 

9 
(3-22) 

6 
(3-22) 

60 
(12-122) 

94 
(12-122) 

58 
(3-22) 

22 
(2-42) 

66 
(1-39) 

40 
(4-22) 

12 
(4-22) 

295 
(4-22) 

46 
(4-22) 

Direkt 
bilirubin 
(mg/dL) 

0,11 
(0-0,2) 

0,15 
(0-0,2) 

0,10 
(0-0,2) 

0,09 
(0-0,2) 

3,60 
(0-0,2) 

0,20 
(0-0,2) 

0,18 
(0-0,2) 

0,17 
(0-0,2) 

17,98 
(0-0,2) 

3,11 
(0-0,2) 

0,20 
(0-0,2) 

0,28 
(0-0,2) 

4,0 
(0-0,2) 

İndirekt 
bilirubin 
(mg/dL) 

0,35 
(0-1,2) 

0,54 
(0-1,2) 

0,41 
(0-1,2) 

0,31 
(0-1,2) 

3,49 
(0-1,2) 

0,41 
(0-1,2) 

0,57 
(0-1,2) 

0,53 
(0-1,2) 

7,09 
(0-1,2) 

2,31 
(0-1,2) 

1,12 
(0-1,2) 

0,54 
(0-1,2) 

4,6 
(0-1,2) 

Total 
bilirubin  
(mg/dL) 

0,46 
(0,3-1,2) 

0,69 
(0,3-1,2) 

0,51 
(0,3-1,2) 

0,40 
(0,3-1,2) 

7,09 
(0,3-1,2) 

0,61 
(0,3-1,2) 

0,75 
(0,3-1,2) 

0,70 
(0,3-1,2) 

25,07 
(0,3-1,2) 

5,42 
(0,3-1,2) 

1,32 
(0,3-1,2) 

0,82 
(0,3-1,2) 

8,6 
(0,3-1,2) 

Kreatinin 
(İdrar) 

(mmol/L) 
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 

Referans aralığının üzerindeki değerler koyu yazılmıştır. 
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Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireyler arasında yaş farklılığını 

belirlemek için Bağımsız Gruplar T testi kullanılmış ve yaşlar arasında anlamlı bir 

fark olmadığı bulunmuştur (p=0,062). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin ALT değerleri arasında 

farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve ALT değerleri 

arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin AST değerleri arasında 

farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve AST değerleri 

arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin direkt bilirubin değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve direkt 

bilirubin değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin indirekt bilirubin değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve indirekt 

bilirubin değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin total bilirubin değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve total 

bilirubin değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin kreatinin değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve kreatinin 

değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin demografik özellikleri ve 

biyokimyasal verilerinin karşılaştırılması ve p değerleri Tablo 4.3.’de verilmiştir. 
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Tablo 4.3. Kolestaz hastalarının ve sağlıklı bireylerin demografik özellikleri ve 
biyokimyasal verilerinin karşılaştırılması ve p değerleri. 

Sağlıklı Kontrol 
(Ort ± Std Sapma) 

Hasta 
(Ort ± Std Sapma) p 

Yaş 9,84 ± 4,72 
(n= 50) 

6,85 ± 6,19 
(n= 13) 

< 0,062 

Cinsiyet K:E 24:26 
(n= 50) 

6:7 
(n= 13) 

0,906 

ALT (U/L) 17,68 ± 10,25 
(n= 50) 

70,53 ± 67,315 
(n= 13) 

< 0,001 

AST (U/L) 25,24 ± 8,95 
(n= 50) 

120,46 ± 133,84 
(n= 13) 

< 0,001 

Direkt bilirubin  

(mg/dL) 
0,11 ± 0,05 

(n= 31) 
2,32 ± 4,93 

(n= 13) 
< 0,001 

İndirekt bilirubin 

(mg/dL) 
0,40 ± 0,18 

(n= 31) 
1,71 ± 2,12 

(n= 13) 
< 0,001 

Total bilirubin  

(mg/dL) 
0,50 ± 0,22 

(n= 31) 
4,03 ± 6,92 

(n= 13) 
< 0,001 

Kreatinin  

(mmol/L) 
0,20 ± 0,14 

(n= 50) 
0,09 ± 0,11 

(n= 13) 
< 0,001 

4.4. LC-MS/MS Yöntemi ile Kolestaz Hastalarının ve Kontrol Grubunun İdrar 

Safra Asitleri Analiz Verileri 

Kontrol grubundaki 50 sağlıklı bireyin ve 13 hastanın idrar örneklerinde LC-

MS/MS yöntemi ile analizi yapılan toplam 68 safra asit türüne ait değerler 

µmol/mmolCr olarak hesaplanmıştır. Safra asitleri beş farklı grupta değerlendirilmiş 

ve bu gruptaki safra asit türlerinin tespit edilen toplam değerleri medyan (minimum-

maksimum) olarak verilmiştir.  

Kontrol grubunu oluşturan 50 sağlıklı bireyin idrar safra asit profillerinin 

değerleri Tablo 4.4.’de verilmiştir. Hasta bireylerin idrar safra asit profillerinin 

değerleri ve idrarda tespit edilen major safra asit grubu Tablo 4.5.’de verilmiştir. 
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Tablo 4.4. Kontrol grubunun LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen idrar safra asit 
profilleri. 

İdrar Safra Asit Profilleri 
(µmol/mmolCr)  

Sağlıklı Kontrol 
Medyan (Min-Max) 

Total safra asidi 0,45 (0,05- 2,10) 
(n= 50) 

Klasik Safra Asitleri 0,45 (0,73- 2,04) 
(n= 50) 

Hidroksile Safra Asitleri 0,01 (0,01- 0,12) 
(n= 17) 

3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,02 (0,01- 0,22) 
(n= 45) 

3-okzo-Safra Asitleri 0,01 (0,01- 0,14) 
(n= 19) 

Kısa-Uzun Zincirli Safra Asitleri -- 
(n= 0) 
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Tablo 4.5. Hastaların LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen idrar safra asit profilleri 

İdrar Safra Asit 
Profilleri 

(µmol/mmolCr) 
(%) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
 4 

Hasta 
 5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

Total Safra 
Asitleri 

32,86 
(100) 

0,68 
(100) 

0,99 
(100) 

1,14 
(100) 

9,85 
(100) 

47,87 
(100) 

3,52 
(100) 

0,72 
(100) 

60,99 
(100) 

113,37 
(100) 

0,27 
(100) 

30,69 
(100) 

3,28 
(100) 

Klasik Safra 
Asitleri 

11,68 
(35,5) 

0,34 
(50,7) 

0,16 
(16,5) 

0,74 
(64,8) 

6,78 
(68,9) 

46,07 
(96,3) 

3,14 
(89,2) 

0,53 
(73,4) 

59,56 
(97,7) 

112,67 
(99,4) 

0,23 
(83,8) 

29,30 
(95,5) 

1,26 
(38,4) 

Hidroksile Safra 
Asitleri 

0,03 
(0,1) 

0,13 
(19,7) 

0,17 
(17,1) -- 0,39 

(3,9) 
0,16 
(0,3) 

0,01 
(0,1) 

0,01 
(0,7) 

0,59 
(0,9) 

0,23 
(0,2) 

0,01 
(3) 

0,76 
(2,4) 

1,56 
(47,5) 

3β-hidroksi-Δ5-
safra asitleri 

21,01 
(63,9) 

0,03 
(4,5) 

0,30 
(30,2) 

0,16 
(13,6) 

1,79 
(18,1) 

0,36 
(0,7) 

0,16 
(4,5) 

0,16 
(22,1) 

0,17 
(0,3) 

0,15 
(0,1) 

0,01 
(1,8) 

0,53 
(1,7) 

0,02 
(0,7) 

3-okzo-Safra
Asitleri

0,14 
(0,4) 

0,17 
(25,1) 

0,36 
(36,2) 

0,25 
(21,6) 

0,77 
(7,7) 

1,28 
(2,7) 

0,22 
(6,2) 

0,03 
(3,8) 

0,68 
(1,1) 

0,33 
(0,3) 

0,03 
(11,4) 

0,09 
(0,3) 

0,44 
(13,4) 

Kısa-Uzun
Zincirli Safra 

Asitleri 

0,01 
(0,1) -- -- -- 0,15 

(1,4) -- 0,01 
(0,1) -- -- -- -- 0,01 

(0,1) -- 

Major İdrar Safra 
Asitleri 

3β-
hidroks
i-Δ5-
S.A.

Klasik 
S.A. 

3-okzo-
Δ5-
S.A.

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Klasik 
S.A. 

Hidrok-
sile 
S.A. 

Teşhis 

3β-
HSD 

Eksikli
ği 

CTX CTX CTX -- -- -- 

3β-
HSD 

Eksikli
ği 

-- -- -- -- -- 
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Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin total safra asit değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve total safra 

asit değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin klasik safra asit değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve klasik safra 

asit değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin hidroksile safra asit 

değerleri arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve 

hidroksile safra asit değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur 

(p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin 3β-hidroksi-Δ5-safra asit 

değerleri arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve 3β-

hidroksi-Δ5-safra asit değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur 

(p=0,002). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin 3-okzo-∆⁴-safra asit 

değerleri arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve 3-

okzo-∆⁴-safra asit değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,001). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

elde edilen idrar safra asit profilleri verilerinin karşılaştırılması ve p değerleri Tablo 

4.6.’da verilmiştir. 
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Tablo 4.6. Kolestaz hastalarının ve sağlıklı bireylerin LC-MS/MS Yöntemi ile elde 
edilen idrar safra asit profilleri verilerinin karşılaştırılması ve p değerleri. 

İdrar Safra Asit 
Profilleri 

(µmol/mmolCr) (%) 

Sağlıklı Kontrol 
Medyan (Min-Max) 

Hasta 
Medyan (Min-Max) p 

Total Safra Asitleri 
0,45 (0,05- 2,10) 

(n= 50) 

3,52 (0,27- 113,37) 

(n= 13) < 0,001 

Klasik Safra Asitleri 
0,45 (0,73- 2,04) 

(n= 50) 

3,14 (0,16- 112,66) 

(n= 13) < 0,001 

Hidroksile Safra 

Asitleri 

0,01 (0,01- 0,12) 

(n= 17) 

0,17 (0,01- 1,56) 

(n= 12) < 0,001 

3β-hidroksi-Δ5-safra 

asitleri 

0,02 (0,01- 0,22) 

(n= 45) 

0,16 (0,01- 21,01) 

(n= 13) < 0,002 

3-okzo-∆⁴-Safra 

Asitleri 

0,01 (0,01- 0,14) 

(n= 19) 

0,25 (0,03- 1,28) 

(n= 13) < 0,001 

Kısa-Uzun Zincirli 

Safra Asitleri 

-- 

(n= 0) 

0,01 (0,01- 0,14) 

(n= 3) 
--- 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

analizi yapılan ve klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait veriler 

Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmiştir ve elde edilen veriler Tablo 

4.7.’de karşılaştırılmıştır. 

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

Tablo 4.8.’de ayrıntılı şekilde verilmiştir. 
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Tablo 4.7. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen klasik safra asitleri grubunda yer alan 
safra asitlerinin kolestaz hastalarının ve sağlıklı bireylerin idrar profilleri 
verilerinin karşılaştırılması.  

Klasik Safra Asitleri 
Sağlıklı Kontrol 

Medyan (Min-Max) 
Hasta 

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 yöntemi ile elde edilen klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının idrar profilleri 
verileri. 

Klasik Safra 
Asitleri 
(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
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 yöntemi ile elde edilen klasik safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının idrar 
profilleri verileri. 

Klasik Safra 
Asitleri 

(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
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 



87 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

analizi yapılan ve hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait veriler 

Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmiştir ve elde edilen veriler Tablo 

4.9.’da karşılaştırılmıştır. 

Hastalara ait hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait 
veriler Tablo 4.10.’da ayrıntılı şekilde verilmiştir. 

Tablo 4.9.  LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen hidroksile safra asitleri grubunda yer 
alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının ve sağlıklı bireylerin idrar 
profilleri verilerinin karşılaştırılması. 

Hidroksile Safra Asitleri 
Sağlıklı Kontrol 

Medyan (Min-Max) 
Hasta 

Medyan (Min-Max) 

GCA-1β-ol * 0,007 (0,005±0,009) (n=2) 

TCA-1β-ol * 0,154 (0,006±1,450) (n=8) 

CA-1β-ol * * 

GCA-6α-ol 0,007 (0,001±0,115) (n=16) 0,018 (0,002±0,491) (n=12) 

CA-6α-ol 0,025 (0,014±0,044) (n=4) 0,013 (n=1) 

CDCA-1β-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 yöntemi ile elde edilen hidroksile safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının idrar 
profilleri verileri. 

Hidroksile Safra 
Asitleri 

(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

GCA-1β-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,005 0 0,009 0 

TCA-1β-ol 0,007 0 0,149 0 0,253 0 0 0 0,099 0,16 0,006 0,264 1,45 

CA-1β-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GCA-6α-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-6α-ol 0,013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CDCA-1β-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 tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

analizi yapılan ve 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait 

veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmiştir ve elde edilen veriler Tablo 

4.11.’de karşılaştırılmıştır. 

Hastalara ait 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine 

ait veriler Tablo 4.12.’de ayrıntılı şekilde verilmiştir. 

Tablo 4.11. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri 
grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının ve sağlıklı 
bireylerin idrar profilleri verilerinin karşılaştırılması. 

3β-hidroksi-∆⁵-safra 
asitleri 

Sağlıklı Kontrol 
Medyan (Min-Max) 

Hasta 
Medyan (Min-Max) 

G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 0,002 (0,001±0,008) (n=9) 0,010 (0,002±0,090) (n=5) 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 0,004 (0,004±0,005) (n=2) 0,009 (0,005±0,014) (n=2) 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 0,010 (n=1) 0,950 (0,085±1,816) (n=2) 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S * 0,063 (0,051±0,075) (n=2) 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 0,003 (0,001±0,018) (n=16) 0,026 (0,002±0,130) (n=9) 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 0,001 (0,001±0,026) (n=6) 0,006 (0,003±4,394) (n=4) 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 0,001 (0,001±0,004) (n=4) 0,017 (0,002±0,024) (n=4) 

∆⁵-3β,7α-(OH)2 * 0,057 (n=1) 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S * 0,018 (0,005±0,032) (n=2) 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 0,002 (n=1) * 

∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 0,001 (0,001±0,009) (n=20) 0,004 (0,001±14,549)(n=11) 

G-∆⁵-3β-OH 0,001 (0,001±0,003) (n=19) 0,003 (0,001±0,006) (n=10) 

T-∆⁵-3β-OH * 0,044 (0,011±0,078) (n=2) 

∆⁵-3β-OH * 0,287 (0,001±1,346) (n=4) 

G-∆⁵-3β-OH-3S 0,012 (0,002±0,122) (n=38) 0,450 (0,007±0,008) (n=7) 

T-∆⁵-3β-OH-3S 0,001 (0,001±0,005) (n=7) 0,010 (0,001±0,193) (n=13) 

∆⁵-3β-OH-3S 0,002 (0,001±0,010) (n=19) 0,005 (0,001±0,011) (n=12) 

∆⁵-3β,12α-(OH)2 * * 

* Tespit Edilemedi
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Tablo 4.12. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 3β-hidroksi-∆⁵-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının 
idrar profilleri verileri. 

3β-hidroksi-∆⁵-safra 
asitleri 

(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

G-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 0,09 0 0,022 0 0 0 0,01 0,003 0 0 0 0,002 0 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 0 0 0 0,014 0 0 0 0 0 0 0 0,005 0 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 1,816 0 0 0 0,085 0 0 0 0 0 0 0 0 

T-∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3-3S 0,051 0 0 0 0 0,075 0 0 0 0 0 0 0 

∆⁵-3β,7α,12α-(OH)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-∆⁵-3β,7α-(OH)2 4,394 0 0,005 0,008 0 0 0 0 0 0 0 0,003 0 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2 0,011 0 0,024 0,023 0 0 0 0 0 0 0 0,002 0 

∆⁵-3β,7α-(OH)2 0,057 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 0 0 0 0 0,032 0 0 0 0 0 0 0,005 0 

T-∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

∆⁵-3β,7α-(OH)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-∆⁵-3β-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-∆⁵-3β-OH 0 0 0 0 0,078 0 0 0 0 0 0 0,011 0 

∆⁵-3β-OH 0,001 0 0 0 1,346 0 0 0,141 0 0 0 0,434 0 

G-∆⁵-3β-OH-3S 0,007 0,011 0,069 0,045 0,057 0 0 0 0 0,098 0 0,042 0 

T-∆⁵-3β-OH-3S 0,005 0,007 0,007 0,013 0,141 0,193 0,127 0,01 0,161 0,011 0,001 0,006 0,006 

∆⁵-3β-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 

∆⁵-3β,12α-(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 tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

analizi yapılan ve 3-okzo-∆⁴-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait 

veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmiştir ve elde edilen veriler Tablo 

4.13.’de karşılaştırılmıştır. 

Hastalara ait 3-okzo-∆⁴-safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine ait 

veriler Tablo 4.14.’de ayrıntılı şekilde verilmiştir. 

Tablo 4.13. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 3-okzo-∆⁴-safra asitleri grubunda yer 
alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının ve sağlıklı bireylerin idrar 
profilleri verilerinin karşılaştırılması. 

3-okzo-∆⁴-Safra Asitleri 
Sağlıklı Kontrol 

Medyan (Min-Max) 
 

Hasta 
Medyan (Min-Max) 

 

GCA-∆4-3-one 0,003 (n=1) 0,004 (0,001±0,034) (n=6) 

TCA-∆4-3-one 0,004 (0,001±0,040) (n=6) 0,028 (0,005±0,240) (n=4) 

CA-∆4-3-one 0,004 (0,002±0,007) (n=4) 0,007 (0,001±0,025) (n=7) 

GCDCA-∆4-3-one 0,002 (0,001±0,003) (n=2) 0,017 (0,002±0,107) (n=4) 

TCDCA-∆4-3-one 0,003 (0,002±0,004) (n=2) 0,031 (0,005±0,151) (n=4) 

CDCA-∆4-3-one 0,048 (0,003±0,136) (n=9) 0,237 (n=1) 

CA-∆4,6-3-one 0,002 (n=1) 0,220 (0,022±0,904) (n=13) 

CDCA-∆4,6-3-one 0,004 (0,003±0,004) (n=4) 0,022 (0,002±0,106) (n=3) 
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Tablo 4.14. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen 3-okzo-∆⁴-Safra Asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının idrar 
profilleri verileri. 

3-okzo-∆⁴-Safra 
Asitleri 

(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

GCA-∆4-3-one 0,002 0,003 0 0,005 0 0 0 0 0,034 0,006 0 0,001 0 

TCA-∆4-3-one 0 0 0 0 0,048 0,24 0 0 0 0 0,008 0,005 0 

CA-∆4-3-one 0,001 0,004 0 0,015 0 0,025 0 0 0,025 0 0,001 0,007 0 

GCDCA-∆4-3-one 0,006 0 0 0 0 0,107 0 0 0,028 0 0 0,002 0 

TCDCA-∆4-3-one 0 0 0,05 0,013 0,151 0 0 0 0 0 0 0,005 0 

CDCA-∆4-3-one 0 0 0 0 0,237 0 0 0 0 0 0 0 0 

CA-∆4,6-3-one 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-∆4,6-3-one 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 tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin LC-MS/MS yöntemi ile 

analizi yapılan ve kısa-uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerine 

ait veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak verilmiştir ve elde edilen veriler 

Tablo 4.15.’de karşılaştırılmıştır. 

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

ait veriler Tablo 4.16.’de ayrıntılı şekilde verilmiştir. 

Tablo 4.15. LC-MS/MS yöntemi ile elde edilen kısa-uzun zincirli safra asitleri 
grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının ve sağlıklı 
bireylerin idrar profilleri verilerinin karşılaştırılması. 

 
Kısa-Uzun Zincirli Safra 

Asitleri 

Sağlıklı Kontrol 
Medyan (Min-Max) 

 

Hasta 
Medyan (Min-Max) 

 

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 yöntemi ile elde edilen kısa-uzun zincirli safra asitleri grubunda yer alan safra asitlerinin kolestaz hastalarının 
idrar profilleri verileri. 

 
Kısa-Uzun Zincirli 

Safra Asitleri 
(µmol/mmolCr) 

Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

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 Yöntemi ile Analizi Yapılan Safra Asitlerinin Standart 

Doğruları 

 GC-MS cihazı ile yapılan ölçümlerde safra asit standartlarına ait standart 

doğruların belirlenmesinde kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol için farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan 0,3–10,8 µg/mL arasında değişen 5 standart 

kullanılmıştır. Kolesterol, 7-dehidrokolesterol ve kolestanol standartlarının standart 

doğruları ve korelasyon katsayıları (r² değerleri) Şekil.4.22., Şekil.4.23. ve 

Şekil.4.24.’de verilmiştir.  

 

 

Şekil.4.22. Kolesterol standardının GC-MS yöntemi ile elde edilen standart doğrusu 
ve r² değeri. 
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Şekil.4.23. Kolestanol standardının GC-MS yöntemi ile elde edilen standart doğrusu 
ve r² değeri. 

 

 

 

Şekil.4.24. 7-dehidrokolesterol standardının GC-MS yöntemi ile elde edilen standart 
doğrusu ve r² değeri. 
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4.6. GC-MS Yöntemi ile Kolestaz Hastalarının ve Kontrol Grubunun 

Kolesterol, Kolestanol ve 7-Dehidrokolesterol Analiz Verileri 

Kontrol grubundaki 50 sağlıklı bireyin ve 9 hastanın plazma örneklerinde GC 

MS yöntemi ile analizi yapılan kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol’e ait 

değerler µg/mL olarak hesaplanmıştır ve değerler ortalama ± standart sapma olarak 

verilmiştir.  

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireyler arasında yaş farklılığını 

belirlemek için Bağımsız Gruplar T testi kullanılmış ve yaşlar arasında anlamlı bir 

fark olmadığı bulunmuştur (p=0,135). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireyler arasında cinsiyet farklılığını 

belirlemek için Bağımsız Gruplar T testi kullanılmış ve yaşlar arasında anlamlı bir 

fark olmadığı bulunmuştur (p=0,594). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin kolesterol değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve kolesterol 

değerleri arasında anlamlı bir fark olmadığı bulunmuştur (p=0,570). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin kolestanol değerleri 

arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve kolestanol 

değerleri arasında anlamlı bir fark olmadığı bulunmuştur (p=0,099). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin 7-dehidrokolesterol 

değerleri arasında farklılığı belirlemek için Mann-Whitney U testi kullanılmış ve 7-

dehidrokolesterol değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,008). 

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin kolesterol, kolestanol ve 

7-dehidrokolesterol değerlerinin karşılaştırılması Şekil.4.25., Şekil.4.26. ve 

Şekil.4.27.’de verilmiştir. 
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Şekil.4.25. Kontrol grubunun ve hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen plazma 
kolesterol düzeylerinin karşılaştırılması (p=0,570). 

 

 
  

 

 

Şekil.4.26. Kontrol grubunun ve hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen plazma 
kolestanol düzeylerinin karşılaştırılması (p=0,099). 
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Şekil.4.27. Kontrol grubunun ve hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen plazma 

7-dehidrokolesterol düzeylerinin karşılaştırılması (p=0,008). 

Kontrol grubunun ve kolestaz hastalarının GC-MS yöntemi ile elde edilen 

plazma kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol değerlerinin karşılaştırılması 

Tabo 4.17.’de verilmiştir. Hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen plazma 

kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol değerleri Tablo 4.18.’de verilmiştir. 

Tablo 4.17. Kontrol grubunun ve hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen 
demografik özellikleri ve plazma kolesterol, kolestanol ve 7-
dehidrokolesterol değerleri. 

 
Sağlıklı Kontrol 

(Ortalama ± Std.Sp) 
Hasta 

(Ortalama ± Std.Sp) p 

Yaş 9,85 ± 4,65 
(n=46) 

7,11 ± 6,35 
(n=9) 

0,135 

Cinsiyet K:E 
21:25 
(n=46) 

5:4 
(n=9) 0,594 

Kolesterol  
(µg/mL) 

210 ± 66,54 
(n=46) 

219 ± 46,64 
(n=9) 0,570 

Kolestanol  
(µg/mL) 

2,68 ± 0,99 
(n=46) 

3,55 ± 1,85 
(n=9) 0,099 

7-Dehidrokolesterol 
(µg/mL) 

9,25 ± 4,52 
(n=46) 

5,64 ± 5,16 
(n=9) 0,008 

7-
D
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Tablo 4.18. Hastaların GC-MS yöntemi ile elde edilen plazma kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol değerleri. 

* Plazma örneği yok 

 

 Hasta 
1 

Hasta 
2 

Hasta 
3 

Hasta 
4 

Hasta 
5 

Hasta 
6 

Hasta 
7 

Hasta 
8 

Hasta 
9 

Hasta 
10 

Hasta 
11 

Hasta 
12 

Hasta 
13 

Kolesterol 
(µg/mL) 211,23 255,39 161,17 171,00 * 255,8 277,07 272,89 * 159,43 * 241,35 * 

Kolestanol 
(µg/mL) 5,43 7,95 4,16 3,44 * 2,72 3,96 1,72 * 3,47 * 2,77 * 

7-Dehidrokolesterol 
(µg/mL) 2,60 6,33 1,96 0,88 * 5,47 6,67 18,37 * 3,67 * 4,85 * 

Teşhis 

3β-
HSD 

Eksikli
ği 

CTX CTX CTX  -- -- 

3β-
HSD 

Eksikli
ği 

-- -- -- -- -- 
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5. TARTIŞMA

Nedeni bilinmeyen kolestaz tanısı almış bazı hastalarda safra asit sentez 

yolaklarında genetik mutasyonlar sonucu enzim fonksiyon bozuklukları tespit 

edilmiş ve bugüne kadar 9 farklı IEBAS tanımlanmıştır. IEBAS tanısı almış 

hastaların klinik özellikleri arasında kolestaz, hepatomegali ve akolik gayta; 

biyokimyasal özellikleri arasında serum direkt bilirubin düzeyi > 2 mg/dL ve normal 

seviyelerde toplam safra asit ve GGT değerleri yer almaktadır (66). 

Hastalık erken yaşlarda karaciğer yetmezliğine ve ölüme doğru ilerleyebilir 

veya ileri yıllarda nörolojik semptomlarla ortaya çıkabilir. Son yıllarda safra asidi 

replasman tedavisi gündeme gelmiştir ve erken tedavi için erken tanı önemlidir. 

Normal GGT, düşük plazma kolesterolü ve normal seviyede veya artmış 

transaminazları olan nedeni açıklanamayan kolestatik bireylerde hastalıktan 

şüphelenilmelidir (74).  

IEBAS’da tanımlanan bu biyokimyasal verilere ek olarak serum, safra ve 

idrarda kolik ve kenodeoksikolik asit seviyelerinde azalma ile birlikte söz konusu 

enzim eksikliğinin görüldüğü basamakta substratların karakteristik yapısını koruyan 

atipik safra asitlerinin yüksek konsantrasyonları tespit edilmektedir. Bu ara 

metabolitler rutin veya klasik yöntemlerle tespit edilememektedir. Kütle 

spektrofotometrileri günümüzde safra asidi sentezindeki atipik ara metabolitlerin ve 

dolayısıyla ilgili basamakta görevli enzim bozukluklarının tespit edilmesinde en 

uygun yöntem olarak kabul edilmektedir (125). 

Safra asitlerinin analizinde iyon değiştirici kromatografi, gaz kromatografisi 

(GC) ve elektron iyonizasyon kütle spektrometresi (MS) yöntemleri kullanılmıştır. 

Bu yöntemlerin önemli bir dezavantajı, konjüge safra asitlerinin ayrılması ve gerekli 

uçuculuğun sağlanması için türevlendirmeye ihtiyaç duyulmasıdır. Daha sonra, hızlı 

atom bombardımanı (FAB)-MS ve ardından elektrosprey iyonizasyon (ESI) safra 

asitlerinin analizinde kullanılmaya başlanmıştır (214). 

Dünyada sadece Japonya Tokyo’da bulunan ‘Junshin Clinic Bile Acid’ 

enstitüsünde Hiroshi Nittono (MD, PhD) direktörlüğünde kütle spektrofotometrileri 
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ile kapsamlı bir şekilde safra asitlerinin analizi yapılmaktadır. Bu yöntemde kuru 

kağıda emdirilmiş az miktarda idrar örneğinin yeterli olması özellikle bebeklerde ve 

küçük çocuklarda numune teminindeki zorlukları ortadan kaldırması bakımından 

oldukça önemlidir.  

 Bugüne kadar kurutulmuş idrar örneğinin nöroblastom, insan papilloma 

enfeksiyonu ve kongenital çeşitli metabolik bozuklukların teşhis edilmesinde 

kullanımının etkinliği bildirilmiştir ve bu nedenle IEBAS şüphesi varlığında 

kurutulmuş idrar örneğinin kullanılmasının güvenilir ve verimli bir sistem olduğu 

değerlendirilmiştir (215).  

 Çalışmamızda Japonya Tokyo’da bulunan ‘Junshin Clinic Bile Acid’ 

enstitüsünde Hiroshi Nittono (MD, PhD)’nun kullandığı yöntem esas alınarak nedeni 

açıklanamayan kolestaz hastalarının kuru kağıda emdirilmiş idrar örneklerinde klasik 

safra asitleri, hidroksile safra asitleri, 3β-hidroksi Δ5-safra asitleri ve 3-okzo-Δ4-

safra asitleri grubunda yer alan toplam 68 farklı safra asidi ara metaboliti 

araştırılmıştır (215). IEBAS tanısı almış hastaların çalışmaya dahil edilmesine 

çalışılmıştır. Ayrıca bu çalışma ile dünyada sadece Japonya Tokyo’da geliştirilen 

yöntem referans alınarak 68 farklı safra asidi ara metaboliti LC-MS/MS yöntemi ile 

hedefli metabolomik bir analiz olarak kurulmuştur.  Kurutulmuş idrar örneği 

kullanılarak LC-MS/MS ile safra asitlerinin taramasının fizibilitesinin 

değerlendirilmesi yapılmıştır. 

 Çalışmaya kolestaz tanısı olan 13 hasta dahil edildi. Hastalardan 2’si 3β-

hidroksi-HSD tanısı almış 8 ve 15 yaşlarında erkekti. Çalışmamızda CTX tanısı alan 

3 hasta bulunmaktaydı. Bu hastalardan 1’i erkek ve 9 yaşındaydı. CTX tanısı almış 

diğer 2 hasta kız ve kardeşti. Kardeşlerden biri 14, diğeri 17 yaşındaydı. 

 Bu çalışmada bu iki hastalık grubunun kilinik ve biyokimyasal özellikleri ile 

idrar safra asit profilleri ayrıntılı bir şekilde ele alınmıştır. 

 5.1. 3β-hidroksi-Δ5-steroid Dehidrogenaz Eksikliği 

 3β-hidroksi-Δ5-C27-steroid dehidrojenaz (3β-HSD) bozukluğu ilk ve en sık 

bildirilen IEBAS’tır. Steroid çekirdeğinde modifikasyonun kusurlu olduğu otozomal 
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resesif bir durumdur. 3β-HSD enzimi, 7α-hidroksikolesterolün 3β-hidroksil kısmının 

oksido-redüksiyonu için gereklidir. 7α-hidroksikolesterol 7α-hidroksi-4-kolesten-3-

on’a dönüşür. Enzimde bozukluk söz konusu olduğunda, 3β-hidroksil-Δ5 yapısı 

korunur,  hem 7α-hidroksikolesterol hem de anormal C24 safra asitleri birikir (216). 

Sonuç olarak 3β-hidrojen 3α-konfigürasyonuna dönüştürülemediğinden, 3β,7α-

dihidroksi-5-kolenoik asit ve 3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit birikir. C24 safra 

asitlerinin C-3 pozisyonunda sülfat veya glisin ile konjugasyona uğrar (24). İdrar 

safra asitlerinin analizi sonucunda anormal bir tablo ortaya çıkar. Primer safra 

asitlerinin glisin ve taurin konjuge formları düşük seviyelerde ve dihidroksi ve 

trihidroksi kolenoik asitlerin sülfat ve glikosülfat ile konjuge formları yüksek 

seviyelerde tespit edilir (113,125). 

 Çalışmaya dahil edilen 13 hastadan 1’i 3β-hidroksi-HSD tanısı almış 8 

yaşında erkekti. Klinik biyokimya değerleri 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); 

İndirekt 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 aralıklarında gözlendi. Hastamız kontrol için başvurmuş ve 

safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit 2 hafta önce kesilmişti. 2016 

yılında yurtdışına gönderilen örneklerden serum total safra asit düzeyleri normal, 

idrar safra asitleri yorumu primer safra asit düzeylerinde düşüklük, 3β-hidroksi-HSD 

eksikliği ile uyumlu olarak gelmiş ve bu doğrultuda 3β-hidroksi-HSD tanısı almıştır. 

Herhangi bir şikayeti, akolik gaita, sarılık, kaşıntı, hepatomegali yoktu. 

 8 yaşında erkek hastanın hikayesi incelendiğinde 40 günlükken başlayan 

sarılık, enjeksiyon sonrası kas içine kanama, hepatomegali hikayesi görülmektedir. 

Otoimmun hepatit belirteçleri negatif, seruloplazmin normal bulunmuştur. Siroz ve 

karaciğer yetmezliği olarak değerlendirilen hastanın karaciğer biyopsisinde 

parankimal dev hücre oluşumu, belirgin kolestaz, yağlanma, balonlaşma 

dejenerasyonu ve perisellüler fibrozisin saptandığı, morfolojik bulguların bilyer 

atreziyi dışladığı görülmüştür. Siroz ve portal hipertansiyon tanısı ile hastanemize 

başvuran hastanın ursodeoksikolik asit (ursofalk) tedavisi ile sarılığı düzelmiştir. 

Ursodeoksikolik asit bağırsaktan kolesterol emilimini engellemekte,  karaciğerde 
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kolesterol sentezini azaltmakta ve safraya kolesterol atılımını azaltıcı etkiler 

göstermektedir (217). 

2015’te hastanemizde değerlendirilen hastanın GGT değerinin normal olması, 

anne-baba akrabalığı (hala-dayı çocukları), kardeş karaciğer transplantasyon öyküsü 

olması ve ursodeoksikolik asitten yarar görmesi üzerine ilk planda safra asit sentez 

bozukluğu düşünülerek yurtdışına serum ve idrar safra analizleri için numune 

gönderilmiştir. Serum total safra asit düzeyleri normal, idrar safra asitleri yorumu 

primer safra asit düzeylerinde düşüklük, 3β-hidroksi-HSD eksikliği ile uyumlu 

olarak gelmiştir. ABCB11 gen dizi analizinde mutasyon saptanmamıştır.  ABCB11 

geni safra tuzunu hücre dışına taşıyan bir pompadır (BSEP) (83). 2017 yılında safra 

asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit başlanmıştır. Hastamızdan çalışma için 

örnekler alınmadan 2 hafta önce ursodeoksikolik asit tedavisi kesilmişti.  

IEBAS tanısı almış hastaların klinik özellikleri arasında nedeni 

açıklanamayan kolestaz, hepatomegali ve akolik gayta; biyokimyasal özellikleri 

arasında serum direkt bilirubin düzeyi > 2 mg/dL ve normal seviyelerde toplam safra 

asit ve GGT değerleri yer almaktadır (66). Hastamızda 2015’te hastanemizde 

değerlendirilme sırasında direkt bilirubin 0,48 mg/dL (0-0,2 mg/dL) yüksek ve diğer 

biyokimyasal verileri normal olarak bulunmuştur. Veriler 3β-hidroksi-HSD 

eksikliğinde paylaşılan bulgularla benzerlik göstermektedir (218). 

AI-Hussaini AA ve ark, 2017 yılında 3β-hidroksi-HSD tanısı almış 11 hastayı 

dahil ettikleri çalışmada hastaların biyokimyasal parametrelerinin (ALT, GGT, Total 

bilirubin ve Direkt bilirubin) kolestaz tanısı için literatürlerde tanımlanan 

parametrelerle uyumlu olduğu görülmüştür (219). 

Ursodeoksikolik asit tedavisi kesilmiş durumda alınan idrar örneklerinde 

yaptığımız safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit 

profilinin 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra 

asit değeri 32,86 (%100) ve 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 21,01 (%63,9) olarak 

bulundu. 3β-hidroksi-Δ5-safra asitlerinden sonra baskın olan safra asit türü klasik 

safra asitleri (11,68(%35,5)) grubuydu. Murai T ve ark.’nın yaptığı çalışmada 3β-

hidroksi-HSD tanısı almış 2 hastanın idrar safra asit profilleri LC-MS/MS tekniği ile 
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analiz edilmiş ve bulgularımızla uyumlu olarak 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 

grubunda yer alan safra asitlerinin yüksek değerleri tespit edilmiştir (220). 

3β-hidroksi-HSD tanısı almış hastamızda 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 

grubunda yer alan ∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (14,549 µmol/mmolCr), G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 

(4,394 µmol/mmolCr) ve ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (1,816 µmol/mmolCr) ara 

metabolitlerinin yüksek seviyeleri tespit edilmiştir. Verilerimizle uyumlu olarak 3β-

hidroksi-HSD tanısı almış 11 hastanın dahil edildiği çalışmada da idrarda bu eksiklik 

için karakteristik metabolitler olan 3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit ve 3β,7α,12α-

trihidroksi-5-kolenoik asitlerin varlığı tespit edilmiştir (219).  

Bu enzim eksikliğinde hem 7α-hidroksikolesterol hem de 3β-hidroksi-∆5 

yapısını koruyan C24 safra asitlerinin birikimi görülmektedir (216). Eksikliğinde 

biriken 7α-hidroksikolesterol C24 safra asitlerine (3β,7α-dihidroksi-5-kolenoik asit 

ve 3β,7α,12α-trihidroksi-5-kolenoik asit) dönüştürülür ancak ∆5 pozisyonundaki çift 

bağ indirgenemez. Bu doymamış C24 safra asitleri çoğunlukla C3 konumunda 

sülfatlanır ve kısmen de glisin ile konjugasyona uğrar. Buna ek olarak Δ5-3β-C27 

safra asitlerinin konjuge olmayan formları da tespit edilebilmektedir (24). Ayrıca 3β-

hidroksi-∆⁵-C27-steroid dehidrogenaz (HSD3β7) eksikliği olan hastaların çoğunda 

idrarda tüm major safra asit bileşenleri sülfatlanmıştır (78). Bu bilgilerle uyumlu 

olarak LC-MS/MS yöntemi ile yaptığımız idrar analizi sonucunda 3β-hidroksi 

dehidrogenaz eksikliği tanısı almış hastamızda, Δ5-dihidroksi ve trihidroksi, 3. 

karbondan sülfatlanmış, konjuge ve konjuge olmayan C24 safra asitleri ve majör 

gliko ve tauro-kenodeoksikolik asitler ile gliko ve tauro-deoksikolik asitlerin 3. 

karbondan sülfatlanmış formları çok yüksek bulunmuştur. Ayrıca tüm safra asit 

kolanoidleri sülfatlanmış formda tespit edilmiştir. Bu bulgular literatürlerde yer alan 

sonuçlarla kıyaslandığında çalışmamızı desteklemektedir. 

Çalışmaya dahil edilen 13 hastadan bir diğer hasta 3β-hidroksi-HSD tanısı 

almış 15 yaşında erkekti. Klinik biyokimya değerleri 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); 

İndirekt 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 aralıklarında gözlendi. Hastamız kontrol için başvurmuş ve 
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safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit almaktaydı. 2017 yılında 

yurtdışına gönderilen örneklerden 3β-hidroksi-HSD eksikliği tanısı almıştır. 

Herhangi bir şikayeti, akolik gaita, sarılık, kaşıntı, hepatomegali yoktu.  

 15 yaşında erkek hastanın hikayesi incelendiğinde 2 aylıktan itibaren nedeni 

tespit edilemeyen neonatal kolestatik hepatit ön tanısı ile izlenlendiği ve ALT, AST, 

direkt bilirubin yüksek, GGT’nin normal saptandığı görülmüştür. Ursodeoksikolik 

asit tedavisi başlanmış. Bir yıl sonra sarılığı geçip, laboratuvar testleri normale 

dönmüş. 2 yaşında karaciğer biyopsisi yapılmış hafif şiddette kronik hepatit, evre 3 

fibrozis tespit edilmiş. 2016’da yapılan karaciğer biyopsisi kronik hepatit ile uyumlu 

olarak değerlendirilmiştir. Anne-baba 2. dereceden akrabadır. 2017’de hastanemizde 

değerlendirilen hastanın GGT değerinin normal olması, anne-baba akrabalığı (2. 

derece) ve ursodeoksikolik asitten yarar görmesi üzerine ilk planda safra asit sentez 

bozukluğu düşünülerek yurtdışına serum ve idrar safra analizleri için numune 

gönderilmiştir. Sonuç 3β-hidroksi-HSD eksikliği ile uyumlu olarak gelmiştir. 2017 

yılında safra asidi replasman tedavisi ursodeoksikolik asit başlanmıştır.  

 Yaptığımız idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan 

safra asit profilinin klasik safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra 

asit değeri 0,72 (µmol/mmolCr) (%100), klasik safra asitleri 0,53 (µmol/mmolCr) 

(%73,4), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,158 (µmol/mmolCr) ve 3-okzo-Δ4-safra 

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

 Hastanın 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri grubunda yer alan monohidroksi safra 

asitlerinin di- ve trihidroksi safra asitlerine göre daha yüksek olduğu görülmektedir. 

Özellikle 3β pozisyonundan hidroksillenmiş monohidroksi safra asidi yüksekti. 

Oksisterol-7α-hidroksilaz (CYP7B1) alternatif/asidik yolda görevli enzimdir ve 

eksikliğinde idrarda 3β pozisyonunda monohidroksi safra asidi metabolitleri artar. 

3β-hidroksi-5-kolestenoik asit, 7α- konumunda hidroksilasyona uğrayamaz ve 3β,7α-

dihidroksi-5-kolestenoik asit oluşamaz. Artan monohidroksi safra asitleri 

klasik/nötral yolun ilk enzimi olan kolesterol 7α-hidroksilaz enzimini baskılar ve 

primer safra asitlerinin klasik yolla sentezini durdurur. Bu nedenle bu hastalarda 

klasik safra asitleri düşüktür. Bu verilerle uyumlu olarak hastada 0,53 µmol/mmolCr 

olarak tespit edilen değer, hastanın ursodeoksikolik asit alımına bağlı olarak artan 
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GUDCA (0,433  µmol/mmolCr) değeridir (142, 221). Primer safra asitlerinin 

sentezlenememesi safra akışını engellemektedir. Bu bulgu ile birlikte 3β-hidroksi-Δ5 

yapısındaki monohidroksi safra asitlerinin varlığı yüksek derecede hepatotoksiktir ve 

hastanın hikayesindeki neonatal kolestatik hepatiti ve o dönemdeki ALT, AST, direkt 

bilirubin yüksekliğini açıklamaktadır. Bulgularımız literatürde belirtildiği gibi asidik 

yolağın neonatal dönemde önemini de vurgulamaktadır. GC-MS analizinde hastanın 

plazma 7-dehidrokolesterolü yüksek bulunmuştur. Sterollerin 7α- konumunda 

hidroksilasyonu, oksisterol-7α-hidroksilaz olmaması ve kolesterol 7α-hidroksilazın 

baskılanması nedeniyle gerçekleşemediğinden 7-dehidrokolesterol yüksek beklenir.  

Oksisterol-7α-hidroksilaz eksikliğinde tanımlanan klinik biyokimyasal 

verilerle uyumlu olarak hastada ALT, AST, direkt bilirubin yüksek, GGT normal 

değerdedir (31). Hastamızın biyokimya, idrar safra asitleri ve kan metabolitleri 

sonuçları 3β-hidroksi-HSD tanısı yerine oksisterol-7α-hidroksilaz tanısını 

desteklemektedir. Ursodeoksikolik asit tedavisi kesildikten sonra alınan idrar 

örneğinde ölçüm değerli olacaktır. Hastanın ursodeoksikolik asit kesildikten sonra 

idrar safra asitleri ve kan metabolitleri analizi yapılması ve mutasyon analizinin 

oksisterol-7α-hidroksilaz tanısı yönünde olması için klinisyenlerle görüşülmesi 

planlanmıştır. 

Klinik durumun göstergesi olan biyokimyasal parametreler ile birlikte idrar 

safra asit metabolitleri ve kan metabolitleri hastalığın ilerlemesi veya tedaviye yanıt 

olarak zamanla değişmektedir. Bu nedenle, mevcut klinik durumun teşhisi, hastalığın 

başlangıcında en uygun terapötik stratejiyi seçmek için gereklidir. Bununla birlikte 

hastanın durumundaki değişikliklere bağlı olarak klinik durumun sık sık 

değerlendirilmesi de gerekmektedir (222).  

5.2. Sterol 27-Hidroksilaz Eksikliği 

Sterol 27-hidroksilaz enzimi hem klasik/nötral yol hem de asidik/alternatif 

yolda görev alan, CYP27A1 geni tarafından kodlanan ve sterollerin C27 

pozisyonunda hidroksillenmesinden sorumlu mitokondriyal bir enzimdir (85). 

Eksikliği ilerleyici nörolojik fenotip ile karakterize edilen ve otozomal ressesif bir 

bozukluk olan CTX’e neden olur. Yaşamın ilk yıllarında (bebeklik ve çocukluk 
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döneminde) görülen semptomlar arasında yenidoğan kolestazı, diyare, bilateral 

katarakt ve gelişimsel gecikme sayılabilir. Ergenlik ve sonraki dönemlerde tendon 

ksantomları, piramidal ve serebellar bulgular, periferik nöropati ve demans dahil 

olmak üzere nöropsikiyatrik semptomlar gözlenir (223,224). 

 Sterol 27-hidroksilaz eksikliği sonunda asidik/alternatif yol tamamen bloke 

olurken klasik/nötral yol 5β-kolestan-3α,7α,12α-triol basamağında bloke olur. Bunun 

sonucunda da safra asitleri ara metabolitlerinde artış görülürken yolun sonunda 

sentezlenen primer safra asitlerinin sentezi azalır.  7α-hidroksi-4-kolestan-3-one ve 

kolesterol dokularda ve ksantomlarda kolestanol haline dönüşür. CTX hastalarında 

görülen patolojik durumlara kolestanolün neden olduğu düşünülmektedir (225,226). 

Sterol 27-hidroksilaz basamağındaki blokaj nedeniyle biriken 3α,7α,12α-

kolestan-5β-triol metaboliti mikrozomal 23-, 24-, 25-hidroksilazlar aracılığıyla ayrıca 

hidroksilasyona uğrar. Oluşan safra alkollerinin son olarak glukuronidasyonu ile 5β-

kolestan-3α,7α,12α, (23 veya 24), 25-pentol glukuronid CTX hastalarının idrarında 

tespit edilen metabolittir (98). 

Kolestanol düzeylerinin tek başına CTX tanısında yeterli olamayacağı ve bazı 

karaciğer hastalıklarında da plazmada tespit edilebileceği yönünde görüşler de 

bulunmaktadır (227). Bu nedenle rutin olarak kullanılmamasına rağmen CTX 

tanısının konulmasında 7-dehidrokolesterol ve 8-dehidrokolesterol gibi kolesterol 

öncülerinin de plazma düzeyleri tespit edilmektedir (228). 

 Bu çalışmada da çalışmaya dahil edilen kontrol gruplarının ve hastaların 

plazma örneklerinde kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol düzeyler GC-MS 

yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. 

 Çalışmamızda CTX tanısı alan 3 hasta bulunmaktaydı. Bu hastalardan 1’i 

erkek ve 9 yaşındaydı. Klinik biyokimya değerleri 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); İndirekt 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 aralıklarında gözlendi 
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9 yaşında erkek hastanın hikayesi incelendiğinde 3,5 yaşında nöbet geçirerek 

hastanemize başvurduğu ve takiben gelişme geriliği, kazanılmış becerilerin kaybı 

olduğu görülmüştür. Dış merkezde ölçülen kolestanol ve 7-dehidrokolesterol 

düzeyleri yüksek bulunmuştur. Klinik semptomları Serebellar Vakuolizasyonlu 

Serebrotendinöz Ksantomatozis ile uyumlu olarak not edilmiştir. Hastanın dış 

merkezde yapılan CYP27A1 geni kodlayan diziye ait ekzon 1-9 bölgelerinin dizi 

analizi sonucunda c.508_509ins16, p.E170Vfs*16 mutasyonu (Kodlayan dizinin 508 

ve 509. pozisyonları arasında 16 nükleotidlik insersiyon gerçekleşmiştir. Proteinin 

170. pozisyonunda 16 nükleotidlik insersiyon ile kalıp kaydıran mutasyon 16 kodon

sonra dur kodonuna neden olmaktadır) ve delesyon mutasyonu heterozigot olarak

saptanmıştır. Kenodeoksikolik asit başlanmıştır.

Yaptığımız idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan 

safra asit profilinin klasik safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra 

asit değeri 0,68 µmol/mmolCr (%100) olarak tespit edildi. Klasik safra asitleri 0,34 

µmol/mmolCr (%50,7) ve bu grupta yer alan GUDCA değeri ise 0,321 

µmol/mmolCr olarak bulundu. GUDCA değeri hastanın kenodeoksikolik asit 

kullanımına bağlı olarak yüksekti.   

Sterol 27-hidroksilaz enzim eksiliğinde asidik/alternatif yolun tamamen bloke 

olması nedeniyle safra asit sentezi klasik/nötral yol üzerinden devam eder. Bu yolda 

enzim 3α,7α,12α-kolestan-5β-triol ara metabolitini substrat olarak kullanır ve 

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

Bu hastada da 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,17µmol/mmolCr, hidroksile safra 

asitleri 0,133 µmol/mmolCr ve 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,031 µmol/mmolCr 

olarak bulundu. 3-okzo-Δ4-safra asitlerinden CA-∆4,6-3-one 0,163µmol/mmolCr 

olarak yüksekti. Bu bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikliği 

nedeniyle bloke olduğunu ve üstünde bu 3-okzo-Δ4-safra asitleri grubunun birikim 

yaptığını bize göstermektedir. Hidroksilasyon nedeniyle hidroksi (safra alkolleri) 

safra asitlerinde artış uyumludur.   

CTX tanısı almış diğer 2 hasta kız ve kardeşti. Kardeşlerden biri 14 diğeri 17 

yaşındaydı. 14 yaşındaki kız kardeşin klinik biyokimya değerleri 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: 0,10 mg/dL 

(0-0,2 mg/dL); İndirekt bilirubin: 0,41 mg/dL (0-1,2 mg/dL) Total bilirubin: 0,51 

mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak referans aralıklarında gözlendi. 

14 yaşında kız hastanın hikayesi incelendiğinde 2. sınıftayken okuma 

yazmayı öğrenememesi nedeniyle doktora başvurduğunda bilateral katarakt tespit 

edilerek 8 yaşında katarakt ameliyatı olmuştur. Katarakt CTX hastalarında belirgin 

bir bulgudur. Dış merkezde ölçülen kolestanol değeri yüksek bulunmuştur. 

17 yaşındaki kız kardeşin klinik biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 0,31 mg/dL (0-1,2 mg/dL); Total bilirubin: 0,40 

mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak referans aralıklarında gözlendi. 

17 yaşında kız kardeşin hikayesi incelendiğinde 3. sınıftayken okuma 

yazmayı öğrenememesi nedeniyle doktora başvurduğunda bilateral katarakt tespit 

edilerek 12 yaşında katarakt ameliyatı olmuştur. Dış merkezde ölçülen kolestanol 

değeri yüksek bulunmuştur. 

Bu 2 CTX hastasının biyokimyasal parametreleri incelendiğinde ALT ve 

GGT düzeylerinin normal olduğu görülmektedir. Bu veriler Sasamura A ve ark.’nın 

CTX tanısı almış hasta ile yaptığı çalışma ile uyumluydu (229).  

 Her iki kardeşin anne-baba akrabalığı (hala-dayı çocukları) mevcuttu. 14 ve 

17 yaşlarındaki kız kardeşlerin dış merkezde yapılan CYP27A1 geni kodlayan diziye 

ait ekzon 1-9 bölgelerinin dizi analizi sonucunda p.A216P (c.646 G>C) 

(rs201346271)  mutasyonu homozigot olarak saptanmıştır. (Kodlayan dizinin 646. 

pozisyonunda Guanin nükleotiti Sitozine dönüşmüştür. Bu değişim proteinin 216. 

pozisyonunda Alanin aminoasiti yerine Prolin girmesine yol açmıştır. Bu mutasyon 

HGMD veri tabanında Serebrotendinöz ksantomatozis olarak bildirilmiştir. Her iki 

kardeş CTX tanısı alarak kenodeoksikolik asit başlanmıştır.  

14 yaşında kız hastanın yapılan idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi 

sonucunda baskın olan safra asit profilinin 3-okzo-safra asitleri olduğu tespit edildi. 

Hastanın toplam safra asit değeri 0,99 µmol/mmolCr (%100) ve 3-okzo-safra asitleri 
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0,36 µmol/mmolCr (%36,2) olarak bulundu. 3-okzo-safra asitlerinden sonra baskın 

olan safra asit türü 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,30 µmol/mmolCr (%30,2) 

gurubuydu. Bu bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikliği nedeniyle 

bloke olduğunu ve üstünde bu 3-okzo-Δ4-safra asitleri grubunun birikim yaptığını 

bize göstermektedir. 

17 yaşındaki kız kardeşin yapılan idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi 

sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra asitleri olduğu tespit edildi. 

Hastanın toplam safra asit değeri 1,14 µmol/mmolCr (%100) ve klasik safra asitleri 

0,74 µmol/mmolCr (%64,8) olarak bulundu. Klasik safra asitlerinden sonra baskın 

olan safra asit türü 3-okzo-safra asitleri 0,25 µmol/mmolCr (%21,6) grubuydu. Bu 

bulgu asidik/alternatif yolun sterol 27-hidroksilaz eksikliği nedeniyle bloke olduğunu 

ve üstünde bu 3-okzo-Δ4-safra asitleri grubunun birikim yaptığını bize 

göstermektedir. 

Diğer CTX hastası ile uyumlu olarak bu iki hastada da klasik/nötral yolda 

3α,7α,12α-kolestan-5β-triol metabolitinin oluşumuna kadar reaksiyonlar gerçekleşir. 

Bu basamaklarda görev alan HSD3B7, CYP8B1 ve AKR1D1 enzimlerinin katalizi 

ile oluşan metabolitler idrarda tespit edilmiştir.  

CTX hastalarının üçünde de toplam safra asitleri düşük bulunmuştur. Bunun 

nedeni sterol 27-hidroksilaz enzim eksikliğinde alternatif/asidik yolun tamamen 

bloke olması ve primer safra asit sentezinin sadece klasik yol üzerinden devam 

etmesidir (221).  

Hidroksile safra asitleri, 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri ve 3-okzo-Δ4-safra 

asitlerinin toplam safra asitlerine oranına bakıldığında 3 hastada da farklılık 

göstermektedir. İlk CTX hastamızda klasik safra asitlerinden sonra oransal olarak en 

fazla 3-okzo-Δ4-safra asitleri yer almaktadır. Aynı gen bölgesinde homozigot 

mutasyona sahip olan CTX tanısı almış kardeşlerde ise 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 

ve 3-okzo-Δ4-safra asitlerinin toplam safra asitlerine oranı farklılık göstermektedir. 

Hidroksile safra asitleri ise 17 yaşındaki kardeşte tespit edilememiştir.  
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Hastalarda bu farklılığın nedeni sterol 27-hidroksilaz enzim basamağına 

kadar gerçekleşen reaksiyonlarda görev alan enzimlerin aktivitelerinin devam etmesi 

ve bireysel farklılıklar olabilir.  

CTX tanısı almış hastaların plazma kolestanol düzeylerinin GC-MS yöntemi 

ile belirlendi. CTX tanısı almış 2 numaralı hastanın kolestanol düzeyi 7,95 µg/mL 

olarak tespit edildi. Bu değer sağlıklı kontrol verileri ile karşılaştırıldığında yüksekti. 

Bu hastanın dış merkezde yapılan kolestanol düzeyi ile karşılaştırıldığında bizim 

sonucumuz ile uyumlu olduğu görülmüştür.  

CTX tanısı almış kardeşlerin plazma kolestanol düzeyleri ise sırasıyla 4,16 

µg/mL ve 3,44 µg/mL olarak tespit edildi. Bu veriler de sağlıklı kontrollerle 

karşılaştırıldığında yüksekti. 

Sağlıklı bireylerde plazma kolestanol değerinin üst sınırının referans 

aralığının 7-11 μg/mL arasında değiştiği bildirilmiştir (230). Ancak kesin referans 

aralığı tanımlanmadığı için çalışmamızda sağlıklı kontrollerin plazma kolestanol 

düzeyleri dikkate alınmıştır. 

Clayton ve ark. 2002 yılında 6 CTX tanısı almış hasta ile yaptıkları çalışmada 

plazma kolestanol değerleri yüksek bulunurken plazma kolesterol değerleri normal 

değerler arasında tespit edilmiştir. Bu çalışmada plazma kolestanol değerinin 

referans aralığı 3,3-12,5 µmol/L ve plazma kolesterol değerinin referans aralığı 2,6-

5,2 mmol/L olarak belirlenmiştir (85). CTX hastalarında kolesterol plazmada normal 

veya düşük ve dokularda birikimi gözlenmektedir.  

Çalışmaya dahil edilen 5 numaralı hasta 9 aylık bebekti. Hastanın hikayesi 

incelendiğinde doğduktan 2 gün sonra başlayan sarılık görülmektedir. Fototerapi 

verilmiş ancak fayda görülmemiş. 2019 yılında hastanemiz başvurusunda yapılan 

tetkiklerinde transaminazları yüksek saptanmış ancak karaciğer enzimlerinin 

yüksekliğine bağlı bir anormallik saptanmamıştır. Kısa süreli Ursofalk kullanılmış 

ancak faydası olmamış. Hastanın klinik biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 0,53 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 3,49 mg/dL 
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(0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Hastanın ALT, AST, Direkt bilirubin ve Total 

bilirubin değerleri yüksekti. GGT referans değerler aralığındaydı. Yaptığımız idrar 

safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik 

safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 9,85 

µmol/mmolCr (%100),  klasik safra asitleri 6,78 µmol/mmolCr (%68,9), hidroksile 

safra asitleri 0,39 µmol/mmolCr (%3,9), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 1,79 

µmol/mmolCr (%18,1) ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,77µmol/mmolCr (%7,7) olarak 

bulundu. Oksisterol-7α-hidroksilaz ile uyumlu olarak hastanın 3β-hidroksi-Δ5-safra 

asitleri grubunda monohidroksilli safra asidi yüksek gözlendi. Fakat primer ve 

sekonder safra asitlerinin varlığı nedeniyle safra asit metabolizma bozukluğu 

düşünülmemiştir.  

 Çalışmaya dahil edilen 6 numaralı hasta 5 aylık bebekti. Hasta beslenme 

sonrası kusma şikayetiyle hastanemize başvurmuş. Anne sütü ve mama ile 

besleniyormuş. Düzenli ursodeoksikolik asit (Ursoactive) tedavisi alan hastanın 

klinik biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 0,41 mg/dL 

(0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin 0,61 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. 

Hastanın klinik biyokimyasal verilerinde ALT ve AST değerleri dışında tüm 

değerleri referans aralığında olduğu tespit edildi. Yaptığımız idrar safra asitlerinin 

LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra asitleri 

olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 47,87 µmol/mmolCr (%100),  

klasik safra asitleri 46,07 µmol/mmolCr (%96,3), hidroksile safra asitleri 0,16 

µmol/mmolCr (%0,3), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,36 µmol/mmolCr (%0,7) ve 3-

okzo-Δ4-safra asitleri 1,28 µmol/mmolCr (%2,7) olarak bulundu. Hastada safra asit 

sentez bozukluğuna ilişkin bir bulguya rastlanmamıştır. Ursodeoksikolik alımına 

bağlı olarak idrarda klasik safra asitleri çok yüksek düzeyde tespit edilmiştir.  

 Çalışmaya dahil edilen 7 numaralı hasta 12 yaşında erkekti. Hastanın klinik 

biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 0,57 mg/dL (0-1,2 

mg/dL) ve Total bilirubin 0,75 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Yaptığımız 

idrar safra asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin 
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klasik safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 3,52 

µmol/mmolCr (%100), klasik safra asitleri 3,14 µmol/mmolCr (%89,2), hidroksile 

safra asitleri 0,01 µmol/mmolCr (%0,1), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,16 

µmol/mmolCr (%4,5) ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,22 µmol/mmolCr (%6,2) olarak 

bulundu. Hastada safra asit sentez bozukluğuna ilişkin bir bulguya rastlanmamıştır. 

 Çalışmaya dahil edilen 9 numaralı hasta 8 aylık bebekti. Hastanın klinik 

biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 7,09 mg/dL (0-1,2 

mg/dL) ve Total bilirubin 25,07 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Hastanın 

bütün biyokimyasal verilerinin yüksek olduğu tespit edildi. Yaptığımız idrar safra 

asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra 

asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 60,99 µmol/mmolCr 

(%100),  klasik safra asitleri 59,56 µmol/mmolCr (%97,7), hidroksile safra asitleri 

0,59 µmol/mmolCr (%0,9), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,17 µmol/mmolCr (%0,3) 

ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,68 µmol/mmolCr (%1,1) olarak bulundu. Hastanın 

yüksek bulunan GUDCA değerinin ursodeoksikolik asit alımına bağlı olduğu 

düşünüldü. Hastada safra asit sentez bozukluğuna ilişkin belirgin bir bulguya 

rastlanmamıştır. 

 Çalışmaya dahil edilen 10 numaralı hasta 1 yaşında bebekti. Hastanın klinik 

biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 2,31 mg/dL (0-1,2 

mg/dL) ve Total bilirubin 5,42 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Hastanın 

bütün biyokimyasal değerlerinin yüksek olduğu tespit edildi. Yaptığımız idrar safra 

asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra 

asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 113,37 µmol/mmolCr 

(%100),  klasik safra asitleri 112,67 µmol/mmolCr (%99,4), hidroksile safra asitleri 

0,23 µmol/mmolCr (%0,2)3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,15 µmol/mmolCr (%0,1) 

ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,33 µmol/mmolCr (%0,3) olarak bulundu. Hastanın 

yüksek bulunan GUDCA değerinin ursodeoksikolik asit alımına bağlı olduğu 

düşünüldü. Hastada safra asit sentez bozukluğuna ilişkin belirgin bir bulguya 

rastlanmamıştır.  
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Çalışmaya dahil edilen 11 numaralı hasta 8 yaşındaydı. Hasta karın ağrısı 

şikayetiyle 2019 yılında hastanemize başvurmuş ve kabızlık tanısı konulmuş. Karın 

ağrısı, ishal, mide bulantısı, kusma şikayeti olmayan hasta Dulcosoft tedavisi 

başlanmış. Hastanın klinik biyokimya değerleri 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); İndirekt 

bilirubin: 1,12 mg/dL (0-1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 1,32 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) 

olarak gözlendi. Hastanın biyokimyasal değerlerine bakıldığında bütün değerlerin 

referans aralığında olduğu tespit edildi. Yaptığımız idrar safra asitlerinin LC-MS/MS 

analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra asitleri olduğu tespit 

edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 0,27 µmol/mmolCr (%100) olarak çok 

düşük değerde tespit edildi. Klasik safra asitleri 0,23 µmol/mmolCr (%83,8), 

hidroksile safra asitleri 0,01 µmol/mmolCr (%3), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,01 

µmol/mmolCr (%1,8) ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,03 µmol/mmolCr (%11,4) olarak 

bulundu. Hastada safra asit sentez bozukluğuna ilişkin belirgin bir bulguya 

rastlanmamıştır. 

Çalışmaya dahil edilen 12 numaralı hasta 1 yaşında bebekti. Hastanın klinik 

biyokimya değerleri 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); İndirekt bilirubin: 0,54 mg/dL (0-

1,2 mg/dL) ve Total bilirubin: 0,82 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Hastanın 

ALT, AST ve GGT değerlerinin yüksek olduğu tespit edildi. Yaptığımız idrar safra 

asitlerinin LC-MS/MS analizi sonucunda baskın olan safra asit profilinin klasik safra 

asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 30,69 µmol/mmolCr 

(%100),  klasik safra asitleri 29,30 µmol/mmolCr (%95,5), hidroksile safra asitleri 

0,76 µmol/mmolCr (%2,4), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,53 µmol/mmolCr (%1,7) 

ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,09 µmol/mmolCr (%0,3) olarak bulundu. Hastanın 

yüksek bulunan GUDCA değerinin ursodeoksikolik asit alımına bağlı olduğu 

düşünüldü. Hastada safra asit sentez bozukluğuna ilişkin belirgin bir bulguya 

rastlanmamıştır. 

Çalışmaya dahil edilen 13 numaralı hasta 4 aylık bebekti. Hasta annenin 2. 

hamileliğinden ikiz eşi olarak 37 haftalık olarak doğmuş. Doğum sonrası bir sorunu 

olmamış. Sarılık ilk günlerde görülmüş. Annenin hamileliğinin son ayında kaşıntısı 
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şikayeti olmuş. Ailede karaciğer hastalığı öyküsü yok. Anne-baba akrabalığı yok. 

Ursodeoksikolik asit tedavisi başlanmış ve idrar safra asit analizi için kesilmiş.  

Hastanın klinik biyokimya değerleri ALT: 250 U/L; AST: 469 U/L; GGT: 46 U/L; 

Direkt bilirubin: 4,0 mg/dL (0-0,2 mg/dL); İndirekt bilirubin: 4,6 mg/dL (0-1,2 

mg/dL) ve Total bilirubin: 8,6 mg/dL (0,3-1,2 mg/dL) olarak gözlendi. Yaptığımız 

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

klasik safra asitleri olduğu tespit edildi. Hastanın toplam safra asit değeri 3,28 

µmol/mmolCr (%100),  klasik safra asitleri 1,26 µmol/mmolCr (%38,4), hidroksile 

safra asitleri 1,56 µmol/mmolCr (%47,5), 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri 0,02 

µmol/mmolCr (%0,7) ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 0,44 µmol/mmolCr (%13,4) olarak 

bulundu. Hastada hidroksile safra asitleri ve klasik safra asitleri yakın değerlerde 

tespit edilmiştir. Bu hastada da safra asit sentez bozukluğuna ilişkin belirgin bir 

bulguya rastlanmamıştır. 

Hastaların idrar safra asit profilleri IEBAS tanısında önemli bir belirteçtir. 

Çünkü safra asit sentezinde bozukluk alışılmadık ara metabolitlerin idrarda 

birikmesine neden olur. Safra asit profilleri incelendiğinde baskın safra asidi türleri 

ve biyokimyasal sunum birlikte değerlendirilmelidir. Bu nedenle daha kapsamlı ve 

doğru tanı için çalışmamızda 68 farklı safra asidi standartları kullanılarak yeni olası 

biyobelirteçlerin belirlenmesine çalışılmıştır. IEBAS tanısına yaklaşımda safra asit 

gruplarının yüzde oranı ve yüksek yüzdeli grupların yükselen safra asit 

metabolitlerini değerlendirmek önemlidir.   

 Kontrol grubundaki sağlıklı bireyler ile hastaların ALT, AST, Direkt 

bilirubin, İndirekt bilirubin, Total bilirubin değerleri karşılaştırıldığında fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. p değerleri hepsinde <0,001 olarak 

bulunmuştur. Bu sonuçlar kolestaz hastalarının klinik sunumunda belirtilen 

sonuçlarla uyumluluk göstermektedir.  

 Kontrol grubundaki bireyler ile çalışmaya dahil edilen hastaların GGT 

düzeyleri istatistisel olarak değerlendirmeye alınmamıştır. Çünkü nedeni bilinmeyen 

kolestaz tanısı almış hastaların biyokimyasal parametrelerine bakıldığında α-

Metilaçil-KoA rasemaz eksikliği hariç, tanımlanan tüm bozuklukların klinik 

sunumunda GGT düzeylerinin referans aralığında olduğu belirtilmiştir (83). 
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Hastalar ile kontrol grubundaki sağlıklı bireylerin klasik safra asitleri, 

hidroksile safra asitleri, 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri ve 3-okzo-Δ4-safra asitleri 

arasında anlamlı fark olduğu bulunmuştur. p değerleri sırasıyla <0,001; <0,001; 

<0,002; <0,001 olarak bulunmuştur. Bu sonuçlar enzim eksikliğinin bir sonucu 

olarak idrarda bu ara metabolitlerin varlığının tespit edilmesiyle açıklanmaktadır. 

Sağlıklı bireylerin idrarında bulunmayan bu ara metabolitler tanı almış hastaların 

idrarında tespit edilmiştir ve bu beklenen bir sonuçtur.    

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin kolesterol değerleri 

arasında anlamlı bir fark olmadığı bulunmuştur (p=0,570). Kolestaz tanısı almış 

hastalar ile sağlıklı bireylerin 5α-kolestanol değerleri arasında anlamlı bir fark 

olmadığı bulunmuştur (p=0,099). CYP27A1 enzimindeki bozukluk asidik/alternatif 

yolu tamamen bloke ederken klasik/nötral yolda oluşan 7α-hidroksi-4-kolesten-3-one 

metaboliti 5α-kolestanole dönüştürülür ve kolesterol ile birlikte dokularda (ve 

ksantomalarda) birikir plazmada yüksek düzeyleri tespit edilir (99,95,96). 

Hastalarımızın tedavi sürecinde olmaları ve tedaviye verdikleri yanıtta bireysel 

farklılıkların olması sonuçlarımızı etkilemiştir. Ayrıca sadece CTX tanısı almış 

hastaların plazmalarında biriken bu metabolitlerin diğer hastalarda tespit 

edilememesi ve çalışmamızda CTX tanısı alan üç hastanın bulunması nedeniyle 

kontrol grubundaki bireyler ile hastalar arasında fark bulunamamıştır.  

Kolestaz tanısı almış hastalar ile sağlıklı bireylerin 7-dehidrokolesterol 

değerleri arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur (p=0,008). 7-

dehidrokolesterol sadece klasik/nötral yolda kolesterol 7α-hidroksilaz enzimi 

aracılığıyla sentezlenir ve 3β-hidroksi-∆5-C27-steroid dehidrogenaz (3β-HSD) 

enzimi ile 7α-hidroksi-4-kolesten-3-one oluşur. CTX hastalarından farklı olarak 

kolesterol 7α-hidroksilaz (CYP7A1) eksikliği dışında diğer hastaların kanında tespit 

edilebilir. Bu nedenle kontrol grubu ile hastaların 7-dehidrokolesterol değerleri 

arasında anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Nedeni açıklanamayan kolestaz, karaciğer yetmezliği, nörolojik semptomları, 

normal GGT, normal veya artmış transaminaz ve direkt bilirubin düzeylerine sahip 

13 hastanın safra asit sentez yolaklarında bozuklukları tanımlayabilmek ve olası 

biyobelirteçleri belirleyebilmek için idrar örneklerinde 68 farklı safra asit metaboliti 

ve kan örneklerinde kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol düzeyleri hedefli 

kütle spektrometri yöntemleri (LC-MS/MS ve GC-MS) kullanılarak araştırılmıştır.  

3β-hidroksi-HSD tanısı almış safra asidi replasman tedavisi kesilmiş hastada 

3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri grubu yüksek olarak gözlenmiştir. Bu grupta yer alan 

∆⁵-3β,7α-(OH)2-3S (14,549 µmol/mmolCr), G-∆⁵-3β,7α-(OH)2 (4,394 

µmol/mmolCr) ve ∆⁵-3β,7α,12α-(OH)3 (1,816 µmol/mmolCr) ara metabolitlerinin 

yüksek seviyeleri tespit edilmiştir. Δ5-dihidroksi- ve trihidroksi-, 3. karbondan 

sülfatlanmış, konjuge ve konjuge olmayan C24 safra asitleri ve majör gliko ve tauro-

kenodeoksikolik asitler ile gliko- ve tauro-deoksikolik asitlerin 3. karbondan 

sülfatlanmış formları çok yüksek bulunmuştur. 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri grubu 

başta olmak üzere tanımlanan metabolitler 3β-hidroksi-HSD tanısında safra asidi 

replasman tedavisi başlanmadan önce biyobelirteçler olarak kullanılabilir.   

Oksisterol-7α-hidroksilaz eksikliği tanısı düşünülen hastanın 3β-hidroksi-Δ5-

safra asitleri grubunda yer alan monohidroksi safra asitlerinin di- ve trihidroksi safra 

asitlerine göre daha yüksek olduğu ve yüksek kan 7-dehidrokolesterol görülmektedir. 

3β pozisyonundan hidroksillenmiş monohidroksi safra asidi metabolitleri ve kan 7-

dehidrokolesterol safra asidi replasman tedavisi başlanmadan önce biyobelirteçler 

olarak kullanılabilir.   

Sterol 27-hidroksilaz eksikliğinde hidroksile safra asitleri, 3-okzo-Δ4-safra 

asitleri ve 3β-hidroksi-Δ5-safra asitleri safra asidi replasman tedavisi başlanmadan 

önce biyobelirteçler olarak kullanılabilir.  Safra alkolleri yüksek gözlenmektedir. 

Kan kolestanol yüksekliği tanıda değerlidir.  
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İdrarda GUDCA düzeyi safra asidi replasman tedavisi (kenodeoksikolik asit) 

kullanımına bağlı olarak yüksek gözlenir. IEBAS tanısına yaklaşımda idrar safra 

asitleri analizi öncesi safra asidi replasman tedavisinin kesilmesi önemlidir.    

Sterol 27-hidroksilaz eksikliğinde ayrıca sentez yolundaki ara metabolitlerden 

kolestanol ve 7-dehidrokolesterolün plazma seviyeleri tedavi öncesinde biyobelirteç 

olarak kullanılabilir.   

IEBAS tanısına yaklaşımda idrar ile atılan safra asit gruplarının yüzde oranı 

ve yüksek yüzdeli grupların yükselen safra asit ara metabolitlerini değerlendirmek 

önemlidir.   

Klinik durumun göstergesi olan biyokimyasal parametreler ile birlikte idrar 

safra asit metabolitleri ve kan metabolitleri hastalığın ilerlemesi veya tedaviye yanıt 

olarak zamanla değişmektedir. Bu nedenle, mevcut durumun teşhisi, hastalığın 

başlangıcında en uygun terapötik stratejiyi seçmek için gereklidir. Hastanın 

durumundaki değişikliklere bağlı olarak idrar safra asitleri ve kan kolestanol, 7-

dehidrokolesterol düzeylerinin biyokimyasal parametreler ile birlikte 

aralıklarla değerlendirilmesi de gerekmektedir. 

Safra asit sentez yolaklarının bozukluklarının ve özellikle ilgili basamakta 

görevli enzim bozukluklarını öngörmede idrarda safra asidi metabolitlerinin ve kan 

kolesterol, kolestanol ve 7-dehidrokolesterol düzeylerinin hedefli kütle spektrometri 

analizleri ile incelenmesi etkin bir yöntemdir.  
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