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KOLESTEROL STEREOIZOMERLERININ KROMATOGRAFIK
YONTEMLER iLE AYIRIM METODLARI VE FARKLI KAYNAKLARDAN
ELDE EDIiLEN KOLESTEROLUN STEREOKiMYASAL YAPILARININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Hiicre membranlarinin yapisal bileseni, safra asitleri ve steroid hormonlar igin
substrat olan kolesterol onemli bir lipiddir. Siklopentanoperhidrofenantren yapisina
sahip olan kolesterol molekiilinde 8 tane asimetrik karbon atomu bulunmasi
sebebiyle 256 tane muhtemel stereoizomere sahiptir. Biyolojik molekiillerin farkl
stereoizomerleri viicut icerisinde farkli biyolojik cevaplara yol ag¢gmaktadir.
Kolesterol stereoizomerlerinin metabolizmalarina dair bazi arastirmalar mevcuttur.

Insan viicuduna besinlerle farkli kaynaklardan kolesterol almmaktadir.
Kolesterol stereoizomerlerinin tespiti, alinan kolesteroliin besinsel kaynagi hakkinda
fikir verebilir. Bu amagcla koyun yiin yagindan ve domuz karacigerinden elde edilen
kolesteroliin ters faz HPLC, mobil faza siklodekstrin eklenmis ters faz HPLC ve kiral
kolonlar kullanilarak yapilan kiral HPLC ile stereoizomerik analizleri yapildi.

Mobil faza kiral ajan olarak cesitli siklodekstrinlerin, gama siklodekstrin
harig, eklenmesi ile yapilan ters faz HPLC analizlerinin neticesinde, mobil faza kiral
ajan eklemeden yapilan ters faz HPLC ile belirlenemeyen piklerin ortaya ¢iktigi
goriildii. Tespit edilen bu pikler siklodekstrin tarafindan ayrilan bir stereoizomer,
baska bir sterol veya kolesteroliin degisime ugramis sekli olabilir.

Mobil faza siklodekstrin eklenmesi ile yapilan stereoizomer analizinde domuz
karacigerinden elde edilen kolesterol 6rneginde kolesterol pikinden daha 6nce gelen
pik 2 koyun yiin yagindan elde edilen kolesterol 6rnegindeki pik 2 den daha belirgin
olarak oOl¢iilmektedir. Bu sonu¢ da farkli kaynaklardan elde edilen kolesteroliin
steroizomer ic¢eriginin birbirinden farkli olabilecegini igaret edebilir.

Sonuglar, farkli kaynaklardan elde edilmis olan kolesterollerin izomerik
yapilarinin heterojen ve birbirinden farkli olabilecegini gostermektedir. Bu yapilarin
tanimlanmasi i¢in molekiiler diizeydeki ileri analiz teknikleri gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Kolesterol, Stereoizomer, Kromatografi, Seperasyon



INVESTIGATION ON SEPARATIONS OF CHOLESTEROL
STEREOISOMERS BY CHROMATOGRAPHIC METHODS AND
COMPARISON OF STEREOCHEMICAL STRUCTURES OF
CHOLESTEROL FROM DIFFERENT SOURCES

ABSTRACT

As a constituent of cell membrane and a substrate for bile acids and steroid
hormone synthesis, cholesterol, which is a lipid, is of great importance. Cholesterol
posseses cyclopentanoperhydrophenanthrene structure and has a 256 possible
stereoisomer due to the occurence of 8 asymetric carbon atoms. Different
stereoisomers bring about different responses in the body. There are a few researches
present with respect to metabolism of various cholesterol stereoisomer.

Human body takes up cholesterol from various dietary sources. Identification
of cholesterol stereoisomers can point out the dietary sources of cholesterol. To this
end, stereoisomer analysis of cholesterol from sheep wool and pork liver were
conducted by reverse phase HPLC, reverse phase HPLC with modified mobile phase
by cyclodextrins as a chiral agents, and HPLC with chiral columns.

Stereoisomer analysis of cholesterol from both sources by HPLC with
modified mobile phase by cyclodextrins (except for gama cyclodextrin) resulted in
two extra peaks other than cholesterol peak, whereas with the other analysis no extra
fractions were seen. It is possible therefore that these extra fractions might be
stereoisomer of cholesterol or different sterol or chemically modified cholesterol
(e.g. oxidized cholesterol).

With HPLC analysis by modified mobile phase in pork liver cholesterol
samples, extra peak eluted before cholesterol peak was much higher than that in
sheep wool cholesterol samples. This result might indicate that stereoisomer
composition of cholesterol from different sources might be different.

The present results show that steroisomer composition of cholesterol from
various sources could be heterogenous. Identification of these structures requires
further advanced molecular analysis.

Key words: Cholesterol, Stereoisomer, Chromatography, Separation
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1. GIRIS

20. yiizyilin ikinci yarisinda proteinler ve niikleik asitler (DNA, RNA ve
genler) bilim adamlar1 tarafindan biiyiik ilgi gérmiistiir. Genomiks ve protein temelli
biyolojik islevler iizerindeki odaklanmadan dolay1 lipidler, yasam bilimlerinin
bircogunda yogun calisma alaninin disinda kalmistir. Ancak, lipidlerin bu durumu
degisim siirecindedir ve artik biyolojik islevlere verilen cevaplarin hepsinin

genomdan kaynaklanmadigi1 daha agik hale gelmektedir [1].

Kimyasal yapilarinda goriilen c¢esitlilige ragmen lipidlerin tanimlanmig olan
ortak ozellikleri suda ¢ézlinmeyisleridir. Buna karsin, biyolojik islevleri ise kimyasal

yapilari gibi cesitlilik gostermektedir.

Lipidlerin alt smifi olan yaglar organizmada enerjinin depo sekli iken
fosfolipidler ve kolesterol biyolojik zarlarin temel yapisal elemanidir. Diger lipidler
ise miktar olarak az bulunmasina ragmen enzim kofaktorii, elektron tasiyici, 151k
absorblayici pigment, proteinler i¢in hidrofobik ¢apa, sindirim sisteminde emiilsiifiye

edici ajan, hormon, hiicrei¢i mesajci olarak onemli gorevler iistlenirler [2].

20. yilizy1l biyolojinin molekiiler diizeyde anlasilmasi konusunda biiyiik
gelismelere sahne olmustur. Cok sayidaki basari icerisinde belki de en ilginglerinden
biri kolesterol aragtirmalaridir. Yiizyil basladiginda, kolesterol izole edilmis olmasina
ragmen bilim adamlar1 yapis1 hakkinda ¢ok fazla bir bilgiye sahip degildi. Ancak yiiz
yillik siire boyunca yapisi, biyosentez yolagi ve kolesterol metabolizmasini

diizenleyen mekanizmalar aydinlatilmistir [3].

Kolesterol, hiicrede ¢ok c¢esitli olaylarda kritik roller iistlenmektedir.
Hiicrenin uygun yer ve miktardaki kolesterole sahip olmasi zar yapisi, sinyal iletimi

ve insan sagligi i¢in gereklidir [4].

Okaryotlarda onemli bir zar bileseni olan kolesterol, hiicresel bdlmeler
arasinda yar1 gecirgen bariyer olusumuna yardim eder, zar akicilifini ve membran

proteinlerinin islevini diizenler, zar yoluyla gerceklesen uyar iletisine katkida



bulunur. Ote yandan kolesterol metabolitleri olan steroidler ve safra asitleri, uyar
iletici ve diger lipidlerin ¢Oziiniir hale getirilmesi gibi 6nemli biyolojik islevlere

sahiptir [5].

Bunun yaninda dengesiz kolesterol dagiliminin ¢ok sayida hastalikla iligkisi
oldugu bilinmektedir. Yiiksek kan kolesterol seviyeleri, ateroskleroz, koroner arter
hastaliklar1 ve hipertansiyon ile iligkilidir [4]. Kalp damar hastaliklar1 patogenezinin
yani1 sira kolesterol, Alzheimer, diabet, kanser ile de iliskilidir. Nadiren de kolesterol
metabolizmasi ve biyosentezindeki bazi enzimlerin kusurlu olmasindan kaynakli bazi
hastaliklar goriilmektedir [4,5]. Hayvansal kaynakli gidalarda bulunma ihtimali
yiiksek olan ve otooksidasyon yoluyla olusan kolesterol oksidasyon iirlinlerinin de

sitotoksik ve mutajenik 6zellikleri gosterilmistir [6].

Patolojik ve fizyolojik birgok mekanizmada yer almasi, c¢ok blyiik ve
karmagik bir molekiiler yapiya sahip olmasi nedeniyle kolesteroliin molekiiler yapisi

tizerinde farkli caligmalar yapilmistir [4,7-11].

Tetrasiklik siklopentanofenantren yapisi ve yapiya bagl alifatik yan zincir
iceren kolesterol, —OH grubu tagimaktadir. Amfipatik yapiya sahip olan kolesterol,
polar bir bas ve apolar hidrokarbon gévdeden olusmaktadir [12].

Kaynasmis dortli siklik yap1 ve birden fazla kiral merkez icermesi, kolesterol

molekiilii icin ¢ok sayida muhtemel konformasyonel ve konfigiirasyonel izomeri

distindiirmektedir [13,14].

Sterollerin ¢ogunun 6zdes yapilara sahip olmasi ve ¢ogunlukla yan zincirlerde
gbzlenen kiigiik farkliliklarin biyolojik islevlerde neden oldugu biiyiik degisiklikler
[6], kolesterol molekiiliiniin muhtemel izomerlerinin de farkli biyolojik yanitlar

olusturabilecegi sorusunu diisiindiirmektedir.

Bu nedenle kolesteroliin baz1 konfigiirasyonel izomerleri iizerinde yapilan

caligmalar ile bu soruya cevap aranmaktadir. Kolesterol ve 3-a hidroksi izomeri olan



epikolesteroliin ratlardaki emilimi incelendiginde, kolesteroliin stereoizomerinden iki
kattan daha fazla emildigi gbzlenmektedir. Emilen kolesteroliin % 50’ sinin lenfte
esterlesmis olarak geri alinmasina ragmen epikolesterol i¢cin bdyle bir durumun
olmadig1 ve bu iki izomerin emilim oranlarindaki farkliligin sterol emilimindeki

stereokonfigiirasyon nedeniyle olabilecegine isaret edilmektedir [7].

Kolesteroliin fonksiyonunun enantiospesifik olup olmadigimin belirlenmesi
amaciyla, canliliginin devami i¢in ekzojen sterollere ihtiya¢ duyan Caenorhabditis
elegans ile yapilan calismanin sonuglari, kolesteroliin mutlak konfigiirasyonunun
sadece fiziksel ozellikler i¢in degil aym1 zamanda in vivo kolesterol islevi i¢in de

gerekli oldugunu gostermektedir [9].

Kolesterol ve enantiomerik formu olan ent-kolesteroliin deney hayvanlarina
verilerek kolesterol emiliminin 6zgiilliigiinlin ve mekanizmasinin arastirildig:
calismada, izomerlerin emiliminde farklilik gdzlenmektedir. Deney hayvanlarina
izomerlerin verilmesinden sonra kolesteroliin yaklasik olarak % 53’ ii emilmis iken,
serumda ent-kolesterol’ e rastlanilmamistir. Bu sonuglar, kolesterol absorbsiyon
sirecinin fitosterollerde oldugu gibi enantiomerler bakimindan farklilik gésterdigini
isaret etmektedir. Bu farkliliklar da kolesterol absorbsiyonunun, yapisal olarak
spesifik ozellik tasidig1 ve muhtemelen enantiospesifik hiicresel proteinler aracilig

ile gergeklesebilecegini akla getirmektedir [10].

Gelismis toplumlardaki 6liim nedenlerinin biiyiik kismini olusturan koroner
kalp hastaliklari, aterosklerozun en 6nemli klinik bulgusudur. Hiperkolesterolemi ise
intestinal emilim, endojen sentez ve metabolizma, lipoproteinlerle tasinma ve safra
salgis1 gibi kolesterol homeostazindaki diizensizliklerin neden oldugu ateroskleroz

gelisiminde en 6nemli risk faktorii olarak ortaya ¢cikmaktadir [15,16].

Besinlerle alinan kolesterol miktarindaki artis serum toplam ve diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-C) seviyelerinde neden oldugu yiikselme ile
iligkili ~ olarak  koroner kalp hastaliklarinin  sebeplerinden  biri  olarak

degerlendirilmektedir [17]. Besinlerle kolesteroliin giinliik aliminda gergeklesen her



100 mg’ Iik azalma toplam serum kolesterol diizeylerini ortalama olarak 7 mg/dL
kadar digiirmektedir [18]. Klinik denemelerin sonuglari, diyetle ve/veya
farmakolojik ajanlarla kolesterol diizeylerinin diisiirtilmesinin, kardiyovaskiiler
hastaliklardan kaynakli oliimlerin goriilme sikligini azalttigini ortaya koymaktadir

[19,20].

Kolesteroliin farkli stereoizomerleri ile yapilan, intestinal absorbsiyon ve in
vivo kolesterol fonksiyonunu degerlendiren c¢alismalarin sonuglar1 [7,9,10]
ateroskleroz olusum mekanizmasinin da bu farkliliklardan etkilenebilecegini

diistindiirmektedir.

Bu nedenle farkli besin kaynaklari ile alinan kolesteroliin icerebilecegi
muhtemel stereoizomerlerin farkli aterojenik etki gosterebilme ihtimali bu izomerik

formlarin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu c¢aligmada, farkli kaynaklardan elde edilmis olan kolesteroliin
stereoizomerik formlarinin  ayrilmasi ile farkli kaynaklardaki kolesteroliin
stereoizomerik formlarindaki muhtemel farkliliklar ortaya konulabilmesini
amaclandi. Sonuglardan ¢ikarilabilecek olan farkli steroizomerik yapilarin, plazma
kolesteroliiniin kaynaklar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasia ve farkli kaynaklardan
gelen kolesteroliin aterojenik 6zelliklerinin degerlendirilebilmesine olanak saglamasi
miimkiindiir. Ayn1 zamanda muhtemel sonuglarin hayvan deneylerinde kullanilmas1
ile stereoizomerik yapidan kaynaklanabilecek ateroskleroz olusum mekanizmalarinin

aydinlatilmasina 151k tutabilecegi diistintilmiistiir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kolesterol Biyosentezi

Kolesterol biyosentezinin hizi besinlerle alinan kolesterol miktarina gore
ayarlanir. Normal bir yetiskinde besinle alinan kolesterol miktar1 200 — 3000 mg,
sentezlenen miktar ise 1 g kadardir. Kolesteroliin de novo sentezinin gergeklestigi en
onemli doku karaciger olmakla beraber bagirsak, adrenal korteks, testis, deri gibi

dokularda da sentezlenmektedir [12].

Yaklasgik 30 enzimatik reaksiyon sonucunda sentezlenen 27 karbonlu
tetrasiklik bir molekiil olan kolesteroldeki biitiin karbon atomlar1 asetat birimlerinden
saglanmaktadir [21,22]. U¢ molekiil asetil CoA’ dan ikisinin tiyolaz katalizi ile
asetoasetil CoA olusur. Asetoasetil CoA’ nin {igiincii asetil CoA birimiyle 3-
Hidroksi-3-MetilGlutaril-CoA sentaz (HMG-CoAS) katalizorliiginde HMG-CoA
olusur. Olusan HMG-CoA’ nin mitokondriyal ve sitozolik olmak tizere iki ayri
havuzu vardir. Bu havuzlar sirasiyla keton cisimlerin ve kolesterol gibi
izoprenoidlerin sentezinde kullaniimaktadir [12]. HMG-CoA geri doniisiimsiiz bir
reaksiyon basamaginda diiz endoplazmik retikulumun integral proteini olan 3-
Hidroksi-3-MetilGlutaril-CoA rediiktaz (HMG-CoAR) katalizi ile mevalonata
dontismektedir. HMG-CoA rediiktaz, kolesterol biyosentezinin hiz sinirlandirici

basamaginda rol alir [23].

Mevalonata ATP’ den saglanan fosfatlarin sirayla baglanmasimi takiben
gerceklesen dekarboksilasyon sonucunda izopentenil pirofosfat (IPPP) olugsmaktadir.
IPPP, izomeri olan dimetilallil pirofosfat (DMAPP) ile denge halindedir ve bu iki
molekiiliin kondensasyonu sonucu geranilpirofosfat olugsmakta, geranilpirofosfatin
bir diger IPPP ile birlesmesi sonucu farnezilpirofosfat olusmaktadir. Iki molekiil
farnezilpirofosfat, skualen sentaz katalizi ile skualene donlismektedir. Skualen, iki

basamakli reaksiyon sonucunda halkalasarak lanosterole donlismektedir [12,24].

6 tane izopren birimi i¢ceren 30 karbonlu lanosteroliin 27 karbonlu kolesterole
dontistimii, 4. C daki iki metil grubunun ve 14. C daki bir metil grubunun

uzaklastirilmasi ile baglamaktadir. Daha sonra 8-9. C lar arasindaki ¢ifte bagin 7-8. C



lar arasina kaymasi, 24-25. C lar ile 14-15 ve 7-8. C lar arasindaki c¢ifte bagin
doyurulmas1 ve 5-6. C lar arasinda ¢ift bagin meydana gelmesi ile kolesterol

molekiilii olugsmaktadir [25].

Mevalonat metabolik yolu, izoprenlerin i¢ ve dis kaynaklarinin
dengelenmesini kontrol altinda tutmaktadir. Mevalonat metabolik yolunun
tiriinlerinden olan kolesterol, hiicre icerisinde sentezlendigi gibi reseptér aracili
olarak plazma diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’ den saglanmaktadir.
Mevalonattan tiiremis bir iirlin olan kolesteroliin biyosentezi, hiz kisitlayici basamagi

katalizleyen HMG-CoAR enziminin aktivitesi ile diizenlenmektedir [5,26].

HMG-CoAR, kolesterol miktar1 ile sik1 bir sekilde regiile edilmektedir. Bu
nedenle enzim hiperkolesterolemi tedavisinde terapotik hedef olarak yogun dikkat
cekmistir [27]. Bu enzim, statin olarak adlandirilan bir grup farmakolojik ajan
tarafindan inhibe edilir. Bu inhibisyon sonucunda, kolesterol biyosentezindeki
azalma ve karacigerdeki LDL reseptdrlerinin {ist diizenlenmesi yoluyla dolagimdaki
kolesterol miktar1 azalmakta, boylelikle koroner kalp hastaligi riski azalmaktadir

[28].

Hiicresel enerji durumunu belirleyen ATP/AMP orani, HMG-CoAR
enziminin aktivitesinin diizenlenmesinde etkilidir. Defosforile sekli aktif olan HMG-
CoAR, c-AMP bagimli kinazlarin etkisiyle fosforillenmekte ve inaktif hale
gecmektedir [29].

2.2. Besinsel Kolesterol ve Emilimi

Steroller, insan besininde yer alan lipid karakterdeki gidalarin kiiciik
bilesenidir [6]. Kolesterol siit iirtinleri, yumurta, sigir, domuz, kuzu ve kiimes
hayvanlar1 eti gibi hayvansal kokenli tiriinlerde bulunmaktadir. Besinsel kolesteroliin
en yogun olarak bulundugu kaynaklar, karaciger ve diger organ etleri, yumurta sarisi,

kirmizi et, tam yagl siit tirlinleri ve kabuklu deniz hayvanlaridir [30].



Tablo 2.1 Besinsel kolesteroliin kaynagi ve miktar1 [30]

Besin Kolesteroliiniin Kaynag: Kolesterol (mg/100g)
Tam yagl siit 13,6
Tereyagi 183-248
Yumurta sarist 1260
Karaciger 300-360
Sigir eti 65-82
Domuz eti 72-100
Istakoz 95
Karides 152

Besinlerle alinan kolesterol miktar1 genellikle yag tiiketimiyle iligkilidir ve
gidalarda bulunan kolesteroliin ¢ogunlugunu serbest formu olustururken yalnizca
%8-15 lik bir kismin1 kolesterol esterleri olusturmaktadir [16]. Besinsel kolesterol
ince bagirsagin proksimal kisminda yag asitleri ve lizofosfolipidlerle birlikte safra
tuzu misellerinden emilir. Bagirsak lumeninden enterositler tarafindan
gergeklestirilen emilim isleminin, kolesterol homeostazinda gorev alan HMG-CoAR
ve sterol diizenleyici eleman baglayan protein (SREBP) bdliinmesini etkileyen
protein (SCAP) gibi sterole hassas bolge (SSD) iceren bir anahtar protein olan
Niemann-Pick Cl-benzeri 1 proteini (NPCIL1) tarafindan gerceklestirildigi
gosterilmistir [21,31]. Enterositlerin brush-border zarma yerlesmis olan NPCI1LI,

kolesterol ve fitosterollerin intestinal emiliminde gorev yapmaktadir [32].

Son caligmalar farmakolojik bir ajan olan ezetimibin, NPCIL1 proteinini
hedef alarak kolesteroliin intestinal emilimini inhibe ettigini gostermektedir [33,34].
Ayrica NPC1L1 geninin inaktive edildigi farelerle ezetimib uygulanan farelerin lipid
emilim karakterleri arasinda benzerlik olmas1 da NPC1L1 proteininin 6nemini ortaya

koymaktadir [31].



2.3. Kolesterol Homeostazi

Kolesterol biyosentezinin hiz kisitlayici basamagini katalizleyen HMG-CoAR
enzim aktivitesi cesitli diizenleyici sistemler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
diizenleyici sistemler gen transkripsiyon seviyesini, mRNA translasyon etkinligini,

protein yikim hizini ve enzimatik aktivite ayarlanmasini icermektedir [25,35].

HMG CoAR geninin transkripsiyonel diizenlenmesi sterol seviyelerine cevap
olarak feedback diizenleme ile SREBP araciigi ile gerceklesmektedir.
Transkripsiyon faktorii olan SREBP, siki iligki i¢inde bulundugu SCAP ile birlikte
endoplazmik retikulum (ER) flizerinde yerlesmis durumdadir. Yiiksek kolesterol
konsantrasyonlarinda SREBP-SCAP kompleksi ER i¢inde tutulurken diisiik sterol
seviyelerinde SREBP-SCAP arasindaki etkilesim zayiflar, SREBP-SCAP kompleks
yapisinin golgi aygitina transferi saglanir. Golgide proteazlarinin etkisi ile SREBP’
in N-terminal DNA baglayici/transkripsiyon aktivasyon bolgesi C-terminal’ dan
ayrilir. Daha sonra ¢ekirdege gecen N-terminal bolgesi, kolesterol homeostazinda rol
oynayan HMG CoAR ve LDL reseptor genlerini transkripsiyonel olarak aktive eder
[36,37].

Bir diger transkripsiyonel diizenleyici ise niikleer hormon reseptorii olan
karaciger X reseptorleridir (LXR). SREBP aktivasyonu hiicresel kolesterol artigina
neden olan geni transkripsiyonunu artirirken LXR aktivasyonu, kolesteroliin periferal
hiicrelerden uzaklastirilmasi ve safra sterol salgilanmasinin artmasina neden olan ters

kolesterol tasinmasini kolaylastirmaktadir [38].

Endoplazmik retikulum enzimi olan agil CoA kolesterol agil transferaz
(ACAT) katalizi sonucunda asir1 kolesteroliin esterlestirilmesi ile artan kolesterol

seviyelerine kars1 hizli sekilde cevap verilmektedir [39].



2.4. Kolesteroliin Biyomedikal Onemi
2.4.1. Safra Asitleri

Besinlerle alinan yag, kolesterol ve yagda ¢Oziinen vitaminlerin ince
bagirsakta emilimini kolaylastiran, kolesterol ve diger maddelerin feges ile atilmasini
saglayan fizyolojik deterjan Ozelligindeki safra asitleri, kolesteroliin karacigerde
doniistimii ile sentezlenmektedir ve viicuttan atilan kolesteroliin en 6nemli metabolik

yolunu olusturmaktadir [40].

[leumda tekrar emilen safra asitleri portal vendz sirkiilasyon yoluyla yeniden
karacigere taginir [41]. Safra asitlerinin bu sekildeki enterohepatik dolasimi oldukca
etkilidir. Bu sekilde safra asitlerinin yalnizca %5’ lik bir kismu fecesle atilir ki bu
kayipta kolesteroliin doniisiimii ile gerceklesen biyosentez yoluyla telafi edilir. Bu
feedback mekanizmasi sadece safra asidi sentezini regiile etmez, ayni zamanda
kolesterol biyosentezinde hiz kisitlayict basamak enzimi olan HMG-CoAR ile LDL-
C’ iin LDL reseptorlerince hepatik alinmasini inhibe ederek kolesterol sentezinde de

onemli rol oynamaktadir [40].

Safra asitlerine doniistiiriilen kolesterol, viicuttaki kolesteroliin yaklagik %50’
sini olugturmaktadir. Ekstrahepatik dokulardan karacigere tasinan asiri kolesterol,
hepatositlerde safra asitlerine doniislir. Bu nedenle, safra asitleri biyosentez yolagi

memelilerde kolesterol homeostazinin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir

[40,42].

Hepatik kolesteroliin fazlas1 iki yolla safra asitlerine déniistiiriiliir. Ilki
kolesterol 7a-hidroksilazin hiz kisitlayic1 basamag: katalizledigi notral ya da klasik
yolak, ikincisi ise sterol 27-hidroksilazin regiilatdr enzim olarak gdrev yaptig1 asidik

ya da alternatif yolaktir [43].

Insan safra iceriginde en c¢ok bulunan safra asitleri olan kolik asit ve
kenodeoksikolik asit primer safra asitleri olarak adlandirilmaktadir. Primer safra
asitlerinin dekonjugasyonu ve 70-OH grubunun da uzaklastirilmasi ile sekonder safra

asitleri olan deoksikolik asit ve litokolik asit olugsmaktadir [12].
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2.4.2. Steroid Hormonlar

Kolesteroliin sadece kiigiik bir kismmin degisime ugramasi sonucu
olusmasina ragmen steroid hormonlar 6nemli fizyolojik gorevler {iistlenmektedir.
Steroid hormonlar steroidojenik hiicreler olan adrenal, over, testis, plasenta ve
beyinde normal iireme fonksiyonu ve viicut homeostazisinde kullanilmak iizere
sentezlenirler.  Kolesterolin  hormon  Onciisii  oldugu steroid hormonlar,
glikokortikoidler (21C), mineralokortikoidler (21C), androjenler (19C), Gstrojenler
(18C) ve progesteron (21C) olmak iizere bes gruptur.

Steroidogenezde, substrat olan kolesterol, sitokrom P450 yan zincir kirici
enzim (P450scc) tarafindan pregnenolona metabolize edilir. Pregnenolon iizerinden

gerceklesen seri reaksiyonlar sonucunda steroid hormonlar sentezlenmektedir [44].

2.4.3. Zar Ozellikleri

Memeli hiicre zarinin temel bileseni olan kolesterol, hiicre yogunluguna bagh
olarak zarda farkli kolesterol/protein oranlar1 goriilmektedir. Hiicre zarlar1 arasinda
heterojen dagilim gdsteren kolesterol, plazma zarindaki c¢esitli fosfolipid,
sfingomyelin ve glikolipidlerin olusturdugu lipid molekiillerinin yaklagik olarak

%20-25’ lik kismin1 olusturmaktadir [5].

Hiicre zarinda yer alan fosfolipidlerin ¢esitliligine karsin memeli hiicre
zarlari, hiicre proliferasyonunu ve canlilifini devam ettirebilmek i¢in gerekli olan

kolesterolii tek onemli sterol olarak icermektedir [45].

Kolesteroliin molekiiler yapis1 diger zar lipidlerinden olduke¢a farkli olmasina
ragmen hidrofobik ve hidrofilik gruplar birlikte tasima 6zelligi benzerdir. Fosfolipid
cift tabakali yap1 icerisindeki kolesterol polar hidroksil grubu ile sulu faza dogru
yonelmekteyken hidrofobik steroid halka fosofolipidlerin hidrokarbon zincirleri

arasinda paralel olarak yer almaktadir [45,46].

Hiicre zarindaki lateral organizasyon, zar Ozellesmesinin diizenlenmesi

bakimindan 6nemlidir. Kolesterol tarafindan gergeklestirilen lipidlerin artmis lateral
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diizenlenmesi ile akiciligin azalmasi1 ve polar molekiillerin gecirgenliginin

kisitlanmasindan zarin biyofizik 6zellikleri etkilenmektedir [47].

Lipid raft hipotezi, spesifik proteinlere karsi affinitesi olan dinamik platform
olusturmak icin kolesteroliin sfingolipidlerle etkilesimler gergeklestirdigini
varsaymaktadir [47,48]. Sfingolipidlerin hidrokarbon zincirleri arasinda yer alan
kolesteroliin raft yapisinin biitiinliigiinii korumak i¢in dinamik bir yapistiric1 gibi
fonksiyon yaptig1 diistiniilmektedir. Raft ve raft olmayan kisimlarda dagilim goésteren
kolesterol doymamis fosfolipidlerden daha c¢ok raft sfingolipidlerine ilgi
gostermektedir. Raft kolesteroliiniin platformdan ¢ekilmesi, raftlardaki cogu
proteinin ayrilmasina ve bu proteinleri fonksiyon goremez hale gelmesine yol

acmaktadir [49].

2.4.4. Hastahklarla iliskisi

Lipid organizasyonunda meydana gelen degisiklikler sinyal ileti ve zar trafigi
gibi hiicresel fonksiyonlar tizerinde derin etkilere sahiptir. Bu etkilerin insanda neden
oldugu hastaliklar, genetik degisiklikler veya beslenme gibi ¢evresel faktorlerin ya da

her ikisinin de etkisi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [46].

2.4.4.1. Hiperlipoproteinemi

Hiperlipoproteinemiler 5 farkli tipte siiflandirilmaktadir. Tip 1
hiperlipoproteinemi, lipoprotein lipaz (LPL) veya apoC-II eksikliginde ortaya ¢ikan
ailesel silomikronemidir. Tip II hiperlipoproteinemi, ¢cogunlukla LDL-R genindeki
mutasyonla ortaya ¢ikmasina ragmen nadiren de LDL-R i¢in ligand olan apoB’ deki
mutasyonla da goriilmekte olan primer hiperkolesterolemidir. Tip I
hiperlipoproteinemi, apoE’ deki kusur sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Tip IV
hiperlipoproteinemi, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) olusumunda artisla
beraber katabolizmasindaki azalma ile ortaya ¢ikan ailesel hipertriagilgliseolemidir.
Tip V, silomikron ve VLDL’ de artisin gozlendigi muhtemelen apoC-II’ nin kusurlu
oldugu hiperlipoproteinemidir. Tip VI, ender rastlanan bir durum olup HDL

miktarindaki artigin goriildiigii ailesel hiperalfalipoproteinemidir [21,44].
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2.4.4.2. Wolman Hastalig1 ve Kolesterol Ester Depo Hastalig:

Wolman hastalig1 ve kolesterol ester depo hastaligi, asit lipaz eksikliginde
ortaya cikan hastaliklardir. Lizozomal asit lipaz, lizozomlardaki trigliserid ve

kolesterol esterlerinin hidrolizi i¢in gereklidir. [50].

Wolman hastaligi, biiytimedeki durgunluk ile karakterize olup genellikle 1
yasindan once Oliimle sonuglanmaktadir. Wolman hastaligina goére daha 1limlh
seyreden kolesterol ester depo hastaliginda ise hiperkolesterolemi ile birlikte notral
yaglarin ve kolesterol esterlerinin arterlerde birikmesi sonucu olusan ateroskleroz

goriilmektedir [21].

2.4.4.3. Niemann-Pick tip C Hastahg

Niemann-Pick tip C hastaligi, ge¢ endositik organellerde esterlesmemis
kolesterol ve diger lipidlerin, 6zellikle sfingolipid, birikmesi ile karakterizedir. Bu
hastalik, ER’ de bozulmus kolesterol esterifikasyonu, kolesterol sentezi ve LDLR

aktivitesindeki kusurlu baskilanma ile birlikte olusmaktadir [51].

2.4.4.4. Tangier Hastahg -Ailesel HDL Eksikligi

HDL, kopiikk hiicresi olarak adlandirilan  aterosklerotik  lezyon
makrofajlarindan birincil olarak kolesteroliin uzaklastirilmasini stimiile ederek
ateroskleroz gelisiminden korumaktadir. Makrofaj plazma membran proteini olan
ABCAI1, apoA-1 ile baglanarak kolesteroliin uzaklastiritlmasinda ve HDL’ nin olgun
formlarinin olugsmasinda anahtar bir rol iistlenmektedir [52,53,54]. Bu siirecte gorev
alan ABCA1’ in Onemi, Tangier hastaliginin temelinde yatan mutasyonlarin
belirlenmesi ile anlasilmistir [55,56]. Bu hastalik, HDL eksikligi, doku
makrofajlarinda sterol birikmesi ve aterosklerozun hizli sekilde gelismesi gibi

karakteristik 6zelliklere sahiptir [21].

2.4.4.5. Sitosterolemi

Bat1 tipinde olmayan bir beslenmeyle alinan kolesterol ve bitkisel sterol

miktarlar1 yaklasik olarak aynidir. Ortalama olarak kolesteroliin yaklasik % 50 lik
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bir kismina karsilik bitkisel sterollerin %5’ den daha az bir kismi emilmektedir.
ABCG5 ve ABCGS8’ deki mutasyon sonucu goriilen sitosterolemi hastaligi,
kolesterol ve bitkisel sterol emilimindeki farkliligin sonucunda ortaya c¢ikmaktadir
[57,58]. Sitosterolemi hastalarinda beslenmeyle alinan bitkisel sterollerin %15-20°
lik bir kism1 emilirken, normal durumlara gore yiiksek besin kolesterol emilimi ve
safraya daha az kolesterol atilimi goriilmektedir. Bunlarin sonucunda, ¢ocuklukta
goriilen ciddi hiperkolesterolemi, ksantomatoz, hizli gelisen ateroskleroz ve

premature koroner arter hastaliklar1 gézlenmektedir [59].

2.4.4.6. Smith-Lemli-Opitz Sendromu

Smith-Lemli-Opitz sendromu ve kolesterol sentezi ile ilgili olan diger
dogustan gelen bozukluklarda, membrandaki kolesteroliin eksikligi ve/veya
kolesterol sentezinde olusan sterol prekiirsorlerin birikmesi gozlenmektedir. Smith-
Lemli-Opitz sendromu kolesterol sentezinin son basamagi olan 7-dehidrokolesterol’
in kolesterole doniisiimiinii katalizleyen 7-dehidrokolesterol rediiktaz’ in eksikligi ile
ortaya cikmaktadir. Hastaligin klinik belirtileri multipl malformasyonlar, ciddi

mental gerilikler, prenatal ve neonatal 6liimler olarak gozlenmektedir [21].

2.4.4.7. Serebrotendon Ksantomatoz

Serebrotendon ksantomatoz, safra asidi sentezi asidik yolunun hiz kisitlayici
enzimi olan sterol 27-hidroksilaz mutasyonu ile ortay ¢ikmaktadir [60]. Kolesterol
tiirevi kolestanol metabolit olarak birikmekte, norolojik bulgular, katarakt, ishal ve
ksantoma gibi g¢esitli anormallikler ile aterosklerotik damar hastaliklari

gozlenmektedir [61].

2.4.4.8. Konjenital Lipoid Adrenal Hiperplazi

Mitokondriyal kolesterol transport proteini olan StAR’ da meydana gelen
mutasyon lipoid adrenal hiperplazyaya neden olmaktadir [62]. Nadiren goriilen
resesif kalittmsal durum, steroid sentezini hemen hemen durdurma noktasina

getirebildiginden 6liimciil durumlar ortaya ¢ikabilmektedir [63].
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2.4.4.9. Alzheimer

Alzheimer hastalifinin patogenezinde kolesteroliin 6nemli rol oynadigim
gosteren isaretler giderek artmaktadir. Kolesterol ile Alzheimer arasindaki ilk
baglanti, kolesteroliin beyindeki ana tasiyicist olan ApoE E4 allelinin bulunmasiyla
kurulmugtur [64-66]. Bu nedenle kolesterol dagilimi ve seviyelerindeki
degisikliklerin amiloid plak olusumunda etkisi oldugu distiniilmektedir [46].
Kolesterol taginmasinda 6nemli rol oynayan ABCA1, ABCA2 ve ACAT’ 1n genetik
olarak degisik bi¢imlerinin Alzheimer riski ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [67-
69]. Epidemiyolojik caligmalarin sonuglari, hiperkolesterolemik bireylerin statinler
ile tedavisinin Alzheimer hastalig1 goriilme sikligini azalttigini gostermektedir

[70,71].

2.4.4.10. Ateroskleroz

Ateroskleroz, kolesterol ve lipid metabolizmas: ile iligkili bir hastaliktir.
Aterogenezin erken asamalarinda intima igerisinde plazma lipoproteinleri birikmeye
baslar. Lipoproteinler, proteoglikan baglanmasi ve lipoproteinlerin agregasyonunun
birlikte gelismesi nedeniyle intimada tutulurlar. Bu tutulan lipoproteinlerden
ozellikle oksidasyon, agregasyon ve diger sekillerde degismis olanlar seri biyolojik
cevaplarin ortaya ¢ikmasi ile aterogeneze neden olurlar [72]. Bu biyolojik cevaplar
icerisinde en Onemlisi, degisime ugramis olan lipoproteinlerdeki okside olmus
fosfolipidlerin etkisi ile kemokinlerin salgilanmasi ve monositler ve T hiicreleri i¢in
damar endoteli yiizeyinde adhezyon molekiillerinin olusumudur [73]. Bu 16kositler
bozulmamig endotel tabaka yoluyla go¢ ederler ve monositler intima igerisinde sonug

olarak makrofajlara farklilasirlar [74].

Lipid oksidasyonunun aterogenezde onemli rol oynadigir bilinmektedir.
Aterogenezin oksidasyon hipotezi, arasidonik asit iceren LDL fosfolipidlerinin
okside olmasi ile olusan spesifik proinflamatuar okside fosfolipidler iizerine
odaklanmistir. Bu fosfolipidler insanlar ve hayvanlarda immiin sistem tarafindan
taninmaktadir. Plazma ve lipoproteinlerdeki okside lipidlerin miktar1 ve bu lipidlerin
etkisi ile immiin sistem tarafindan olusturulan antikorlarin miktar1 aterogeneze

yatkinligin belirlenmesinde uygun biyoisaretler olarak diisiiniilmektedir [75].
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Aterosklerozun lipid kaynakli rahatsizlik olarak diisiiniilmesine ragmen, son
caligmalardaki gelismeler inflamasyon ile ilgili kismin hastaligin biitiin asamalarini
etkileyen onemli bir faktdr oldugunu ortaya koymustur. Cogunlukla dolagimdaki
monositlerden koken alan makrofajlarin yer aldigi 16kositler arter duvarlarinda yer
almaktadir. Damar duvarlarinda yer alan degisime ugramis LDL, I6kositleri
dogrudan ya da dogrudan olmayan yoldan etkileyen bir ajan olarak

yorumlanmaktadir [76].

Lipoproteinlerin okside fosfolipid kisimlari plak olusumunda yer alan bir cok
hiicre ile etkilesimdedir. Bu etkilesim, aktive olmus endotel iizerinde lenfosit ve
monositlerin yer almasini kolaylastiran adezyon molekiillerinin ifadelenmesini
artirmaktadir. Kopiik hiicreleri ve aktive olmusg endotel, interlokin-1 (IL-1), IL-6,
interferon-y (IFN- y) ve timor nekroz faktdr-o (TNF- a) gibi inflamatuar cevabin

gelisimini kolaylastiran proinflamatuar sitokinleri olusturabilir [77].

Intima icerisinde, reseptdr aracili endositoz ve fagositoz ile makrofajlara
alman lipoproteinlerdeki kolesteroliin ¢ogunlugunu olusturan kolesterol esterleri,
kolesterol ve yag asitlerine hidroliz edildikten sonra makrofaj igerisinde diger
bolgelere tasinmaktadir [78-80]. Serbest kolesterol atilim i¢in plazma membranina
taginirken, intraseliiler kolesterol homeostaz1 ve intimal makrofajlardaki lipoprotein
kokenli kolesteroliin en onemli akibeti olan ACAT ile tekrar esterlestirilmesi igin
ER’ ye taginmaktadir [46]. Olusan kolesterol esterlerinin bir araya gelerek sitoplazma
icerisinde olusturduklar1 membrana bagl nétral lipid damlaciklar1 kopiik hiicreleri

olarak adlandirilmaktadir [81].

Agrege olmus LDL, aterosklerotik lezyonlarda yer alan LDL’ in baskin olan
formudur ve kopilik hiicre olusumuna neden olan makrofajlara bol miktarda
kolesterol tasimaktadir [82]. LDL bileseni olan ApoB ile matriks proteoglikanlar
arasindaki etkilesim, damar duvarlarinda LDL’ in tutulumunu ag¢iklamaktadir [83].
LDL’ e ek olarak Lp(a) ve remnantlar gibi ApoB igeren diger lipoproteinler de
intima icerisinde birikerek aterosklerozu gelistirebilirler [84]. Kopiik hiicre

olusumuna katkis1 olan aterojenik lipoproteinlerden remnant lipoproteinlerin katkisi
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genellikle pek Onemsenmemektedir. Ancak kismi katabolizma ve sonrasinda
kolesterol miktar1 oransal olarak artan ve trigliserid bakimindan zengin olan bu
lipoproteinler makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde alinmakta ve ACAT aktivitesini
indiikleyerek kopiik hiicre olusumuna katilmaktadirlar. Ayrica, intimadaki
aterosklerotik lezyonlarda ¢oklukla yer almasi ve plazma seviyelerinin yiiksek
olmasi, aterosklerotik damar hastaliklar1 ve kopiik hiicre varligi ile olan iligkisini

insanlarda ve hayvan modellerinde géstermektedir [85].

HDL, ateroskleroza kars1 oldukca gii¢lii bir koruyucu etkiye sahiptir. HDL’ in
bu etkiyi goOstermesinin altinda yatan mekanizma, asir1 kolesterolii periferden
uzaklagtirmasidir. Buna ek olarak, lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek koruma
saglar. Biyolojik olarak aktif haldeki okside olmus fosfolipidleri parcalayan bir
esteraz olan paraoksonazdan dolayt HDL’ in antioksidan 6zelligi ortaya konulmustur

[86,87].

Erken sathalardaki aterosklerotik lezyon kan akigini engelleyecek kadar
arteriyel lumen tikanmasina sebep olmadigr i¢in belirtileri goriilemeyebilir. Yillar
igerisinde lezyon olusumunun yavas bicimde ilerlemesi, kopiik hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, ekstraseliiler matriks materyalleri ve diiz kas hiicrelerinden kdken alan
dokular lumen okliizyonunun gelisimine neden olmaktadir. Ancak, hipoksiden dolay1
olusan neovaskiilarizasyon gibi telafi edici organizasyonlar sayesinde organlara kan

akiminin saglanmaktadir ve bu nedenle belirtiler gériilmemektedir [46].

Lezyonlarin az bir kismi, ani 6liim, akut miyokard enfarktiis, anstabil anjina
ve iskemik fel¢ gibi akut vaskiiler olaylara sebep olurlar [88]. Bu olaylar, okluzif
lumen pihtist ile aniden gelisen lumen tikanmasi1 meydana gelmekte ve organlarin
hasar gormesine neden olmaktadir. Bu siirecler cok kisa bir zaman araliginda
gerceklestiginden telafi edici organizasyonlarin  gelisecegi  yeterli zaman
olmamaktadir. Akut olaylardan etkilenen hastalarin arterlerindeki patolojik
gozlemler, akut aterotrombosis plak dagilim teorisinin ortaya ¢ikmasimna neden

olmaktadir [89,90]. Bu teoriye gore, plaklarin ¢ok az bir kismi nekrotik ve oldukca
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inflamatuar olmaktadir ve sonug olarak endotel hiicre tabakasinin erozyonuna ya da

koruyucu 6zellikteki fibroz kapagin yikilmasina neden olmaktadir [46].

Plak yapisinin bozulmasi ile ilgili teorilerden ilki, lezyonal makrofajlarin
salgiladigr matriks metalloproteinazlarin fibroz kapagi yikima ugratmasidir [91]. In
vitro caligmalar, inflamatuar mediatorlerin makrofajlarin proteaz salgilamasini
etkiledigini gosterse de in vivo veriler eksiklik oldugunu gostermektedir. Bir diger
teori diiz kas hiicrelerinin 6liimiiniin plak instabilitesini etkiledigini gostermektedir
[92]. Ugiincii ve 6nemli olan teori ise, makrofaj hiicrelerinin 6liimii ile nekrotik

cekirdegin meydana gelmesidir [93].

Aterosklerotik  lezyonlarda meydana gelen biyolojik olaylar, plak
instabilitesine ve sonrasinda akut tromboza ve vaskiiler tikanmaya neden olmaktadir.
Nekrotik c¢ekirdeklerin olusumunda makrofaj Oliimiiniin etkili oldugu, lezyonal
makrofaj aracili inflamasyonun ve makrofaj Oliimiiniin nedeninin intraseliiler
ortamda asir1 miktarda birikmis olan serbest kolesterol oldugu dogrulanmaktadir

[46].

2.5. izomeri ve Kolesterol Molekiilii

2.5.1. izomeri

Ayn1 molekiil formiilii ile gosterilebilen iki ya da daha fazla sayida farkl
bilesige izomerler ad1 verilmektedir. Izomerler genel olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Ayn1 molekiil formilii ile gosterildigi halde, atomlarin baglanma diizeninin farkl
oldugu bilesiklere yapisal izomerler denir. Stereoizomerler ise ayni baglanma
diizenine sahip bilesiklerdeki atomlarin uzayda farkli yonelimlerinden kaynaklanan

izomeri seklidir [94].

2.5.1.1. Stereoizomeri

Dort bag yapan karbon atomunu igeren molekiil, karbona dort farkl
stibstitiientin baglanmas1 ile bir kiral (asimetrik) merkeze sahip olur ve bunun
sonucunda stereoizomerler olusmaktadir. Bir molekiil n tane farkli kiral merkez

iceriyorsa 2" tane stereoizomere sahiptir [95].
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2.5.1.1.1. Enantiomerler

Enantiomerler, birbirinin ayna goriintiisii olan, {ist liste cakistirilamayan,
polarize 15181n titresim diizlemine zit yonde ve ideal olarak esit miktarlarda ¢eviren
stereoizomerlerdir. Eger bir molekiilde bir asimetrik merkez varsa, stereoizomer
sayist (2"=2'=2) ikidir ve bunlar enantiomerdir [96]. Enantiomerler yalnizca kiral
ozellikleri bakimindan birbirlerinden farklilik géstermektedir. Diizlem polarize 15181
esit miktarlarda fakat zit yonlerde ¢evirmektedir. Erime noktasi, kaynama noktasi ve
normal c¢oziiciilerdeki c¢oziiniirliikkleri gibi kiral olmayan oOzellikleri aymidir. Bu
nedenle enantiomerler, kristallendirme ve damitma gibi kiral olmayan ozelliklere
dayanan yontemlerle birbirinden ayrilamazlar. Enantiomerlerin birbirinden ayrilmasi,
kiral reaktifler ile tepkimeye sokularak olusan diasteromer ciftlerinin geleneksel

yontemler ile birbirinden ayrilmasini igermektedir [95].

2.5.1.1.2. Diastereomerler

Birden fazla asimetrik merkez tasiyan molekiillerde, birbirinin ayna
goriintiisli olmayan yani enantiomer olmayan stercoizomerlere diasterecomer adi
verilir. Sahip olduklar1 kiral merkezlerin hepsinde degil ancak en az birinde farkh
konfigiirasyona sahip olan stereoizomerlerdir. Diastereomerlerlerin fiziksel ve
kimyasal ozellikleri birbirinden farklidir. Diasteromerlerin kiral ve kiral olmayan
Ozellikleri biribirlerinden farklilik gosterebilmektedir. Yani, erime noktalari,
kaynama noktalari, ¢oziintirliikleri, diizlem polarize 15181 ¢evirme yonleri ve ¢evirme
acilar1 farkli olabilir. Kisacasi, diastereomerler iki farkli kimyasal bilesik gibi
davranmaktadir. Bu nedenle bu farkliliklardan yararlanilarak diasteromerlerin

birbirlerinden ayrilmasi miimkiin olabilmektedir [95].

2.5.2. Kolesteroliin Molekiiler Yapisi

Steroller, genis kapsamli biyolojik aktiviteleri ve fiziksel 6zellikleri olan
genis bir grup bilesiklerden olugmakta, 6karyotik hiicrelerde genellikle bulunurken
prokaryotlarda daha nadiren yer almaktadir [23]. Kaynaklarina gore bitkisel ya da

hayvansal steroller olmak iizere siniflandirilabilmektedir. Kolesterol, bitkilerde az
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diizeyde bulunan temel hayvansal sterol iken sitosterol, kampesterol ve stigmasterol

one ¢ikan bitkisel steroller yani fitosterollerdir [6,23].

Yapisinda bulunan izopren birimlerinin ileri derecede halkalagsmasiyla olusan
kolesterol, ii¢ adet 6 karbonlu fenantren halkasinin 5 karbonlu siklopentan halkasiyla
birlesmesinden meydana gelen tetrasiklik siklopentanofenantren sistemini igeren
yapidir. 17 karbondan olusan tetrasiklik sistemde halkalar A, B, C ve D olarak
isimlendirilir, halkalarda yer alan karbon atomlar1 A halkasindan baglanarak

numaralandirilir.

Sekil 2.1 Kolesterol molekiilii ve atomlarin numaralandirmasi [97]

Amfipatik yapiya sahip olan kolesterol, polar bir bas ve apolar karakterde
hidrokarbon govdeden olugsmaktadir. Kolesterol, 3 numarali karbon atomu {izerinde
hidroksil grubu, 5 ve 6 numarali karbon atomlar1 arasinda ¢ifte bag, 10 ve 13
numarali karbon atomlar1 lizerinde metil grubu ve yan zincir olarak 17 numaral
karbon atomu iizerinde izooktil grubunu tagimaktadir. Polar bas kisminda yer alan 3
numarali karbondaki hidroksil grubu ile 5 ve 6 numarali karbon atomlar1 arasinda yer

alan ¢ift bag molekiiliin reaktif kisimlarini olusturmaktadir [12,98].

Halka cekirdegine baglanan ek gruplar halka diizleminin iistiinde veya altinda
yer alabilirler. Bunun sonucunda ayni bilesik i¢in iki farkli konfigiirasyon ortaya
cikabilmektedir. Ek gruplarin  halka diizlemini iizerinde yer almasi f
konfigiirasyonudur ve diiz ¢izgi ile gosterilir. Halka diizleminin altinda yer almasi ise

a konfigiirasyonu olarak adlandirilir ve kesikli ¢izgi ile gosterilir [12]. Kolesterol
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molekiiliinde 3, 8, 9, 10, 13, 14, 17 ve 20 numarali karbon atomlar {izerinde toplam
8 tane o ve P konfiglirasyon farkliligi bulunmaktadir. Kolesterolde 3 numaral
karbondaki -OH B, 8 numarali karbondaki -H B, 9 numarali karbondaki H a, 10
numarali karbondaki -CH; B, 13 numarali karbondaki -CH; B, 14 numaral
karbondaki -H a, 17 numarali karbondaki -H a ve 20 numarali karbondaki -CH3 a
pozisyonundadir. Molekiiller sahip olduklar stereojenik merkez sayisina (n) gore 2"
tane konfigilirasyonel stereoizomere sahip oldugundan kolesterol i¢in 256 tane

stereoizomer muhtemeldir [14].

3-Epicholesterol

Sekil 2.2 Kolesterol ile enantiomerinin ve diastereomerinin yapilari [4]

Sekil 2.3 Kolesterol molekiiliinde halkalarin pozisyonlari [99]
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kolesterol Ornekleri

Ug farkli kolesterol drnegi ile deneyler yiiriitiildii. Ornek 1 (K1), > %99
safliga sahip olan kolesterol kromatografi standartidir (Sigma, C8667, Saint Louis,
Missouri, USA). Ornek 2 (K2), ~ %99 saflikta olan domuz karacigerinden elde
edilmis olan kolesterol, (Sigma, C3137, Saint Louis, Missouri, USA), Ornek 3 (K3),
%095 safliktaki koyun yiin yagindan elde edilmis olan kolesteroldiir (Acros Organics,
110190050, NewlJersey, USA).

3.1.2. HPLC Cihaz1 ve Kolonlar

HPLC analizleri manuel enjeksiyonlu Agilent 1100 (Agilent Technologies,
Inc. Headquarters, Santa Clara, United States) cihazi ile yapildi. Calismalar, C18
kolon (250x4.6 mm, 5 pm) (ACE, ACE-121-2546, Aberdeen, Scotland),
permetillenmis gama-siklodekstrin kiral kolon (200x4.6 mm, 5 pm) (Macherey
Nagel, Nucleodex y-PM, 720752.40, Diiren, Germany) ve amiloz tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamat) kiral kolon (250x4.6 mm, 5 pm) (Macherey Nagel, Nucleocel
Alpha S, 720645.46, Diiren, Germany) olmak iizere toplam ti¢ kolon ile yiiriitiildii.

3.1.3. Diger Gerecler

Mobil fazlarin hazirlanmasinda HPLC derecesinde safliga sahip olan
izopropanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), hekzan (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) ve asetonitril (JT Baker, Deventer, Holland) kullanildi. Mobil
fazlara eklenen siklodekstrinler, a-siklodekstrin (Wacker-Chemie AG, Alpha W6,
Burghausen, Germany), B-siklodekstrin (Wacker-Chemie AG, Cavamax W7,
Burghausen, Germany), B-metilsiklodekstrin (Wacker-Chemie AG, Cavasol W7 M,
Burghausen, Germany), B-hidroksipropilsiklodekstrin (Wacker-Chemie AG, Cavasol
W7 HP Pharma, Burghausen, Germany), y-siklodekstrin (Wacker-Chemie AG,
Gamma W8 Pharma, Burghausen, Germany) ve vy-hidroksipropilsiklodekstrin
(Wacker-Chemie AG, Cavasol W8 HP Pharma, Burghausen, Germany)’ den

saglandi. Mobil faz bilesiminde kullanilan su, saf su cihazindan (New Human Power
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I, Human Corporation, Seoul, Korea) alindi. Mobil fazlar 0.45um’ lik naylon
membranlardan (Alltech Associates Inc., Illionis, USA) siiziildii, ultrasonik banyoda
(Bandelin Electronic, Heinrichstrale 3-4, Berlin, Germany) degaze edildi. UV’ de
bekletilen 6rnekler i¢in kabinli UV lamba (Model UVGL-58, UVP Upland, USA)
kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kolesterol Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan {i¢ farkli HPLC kolonu i¢in ve degisik deney
kosullar1 i¢in ayr1 kolesterol 6rnekleri hazirlandi. Kullanilacak olan HPLC kolonu ile
uyumlu mobil faz segenekleri, literatiir taramalari ve bununla uygunluk gdsteren
denemeler sonucunda belirlendi. Her kolon i¢in uygun mobil faz belirlendikten
sonra, K1, K2 ve K3 mobil fazda ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan K1, K2 ve K3
dort farkli deney kosulu i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi. Her bir kolesterol drneginden dort
farkli analiz i¢in dort farkli ¢6zelti hazirlandi. Bunlar, yeni hazirlanmis kolesterol
cozeltileri, UV uygulamasinda kullanilacak kolesterol c¢ozeltileri, oda sicakliginda
bekletilecek kolesterol c¢ozeltileri ve +4 °C’ de bekletilecek olan kolesterol

¢ozeltileridir (Sekil 3.1 ve 3.2).

3.2.2. Mobil Fazin Hazirlanmasi

Literatiir taramalar1 sonucunda belirlenen ve tarafimizdan denenen tiim mobil
fazlarin hazirlanmasinda HPLC derecesinde safliga sahip olan solventler kullanildi.
Mobil faz bilesiminde kullanilan deiyonize su ultra saf su cihazindan alindi.
Bilesimlerine uygun olarak hazirlanan tiim mobil fazlar vakum altinda 0.45um’ lik
naylon membranlardan siiziildiikten sonra 20 dakika siire ile ultrasonik banyoda

degaze edildi.

3.2.3. Kolonlarin Sartlandirilmasi

Kullanilan HPLC kolonlarinin 6ncelikle mobil faz ile dengeye gelmesi
gerekmektedir. Mobil faz sisteme baglandiktan sonra mobil faz rezervuarindan kolon

girisine kadar olan boru sisteminde kalmis olabilecek hava kabarciklari kolona ve
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sonrasinda dedektdére ulasmadan uzaklastirildi. Purge adi verilen bu isleminden sonra
uygun kromatografik kosullar altinda kolon mobil faz ile sartlandirildi, dedektor
sinyalleri temel cizgide dengeye gelene kadar kolondan yaklasik 1 saat mobil faz

gecirilmeye devam edildi.

Kolesterol Stereoizomerlerinin

HPLC ile Analizi
Ters Faz HPLC Kiral HPLC
Mobil faza kiral ajan .|  Gama-siklodekstrin
|  eklemeden ters faz | kiral kolonla analiz
HPLC
Mobil faza kiral ajan Amiloz tris-(3, 5-
» ckleyerek ters faz » dimetilfenilkarbamat) kiral
HPLC kolonla analiz

Sekil 3.1 Genel Deney Organizasyonu
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K1: Kolesterol kromatografi standart:
K2: Domuz karacigerinden elde edilen kolesterol
K3: Koyun yiin yagindan elde edilen kolesterol

. Oda sicakliginda
Yeni hazirlanmis bekletilen 6rnek
ornek c¢ozeltileri cozeltileri

) +4°C’ de
UV” de bekletilen bekletilen 6rnek
ornek ¢ozeltileri cozeltileri

Sekil 3.2 Kolesterol Orneklerinin Hazirlanmasi

3.3. HPLC ile Kolesterol Orneklerinin Stereoizomer Analizleri
3.3.1. Ters Faz HPLC ile Analizleri

3.3.1.1. Kromatografik Parametreler

C18 kolon ile  yapilan  biitin  analizlerde @~ mobil  fazin
[zopropanol:Asetonitril:Su (60:30:10, v:v:v), akis hizimn 1 mL/dk ve UV dalga
boyunun 210 nm oldugu kromatografik parametreler kullanildi [100]. Kolesterol
cozeltilerinden alinan 100 pL’ lik 6rnekler cihaza yiiklendi.

3.3.1.2. Kolesterol Orneklerinin Hazirlanmasi

Ug kolesterol érnegi mobil fazda ¢dziilerek 200 ppm konsantrasyondaki yeni
hazirlanmis kolesterol c¢ozeltilerinden alinan 6rnekler cihaza yiiklendikten sonra

analiz baslatildi.
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Mobil fazda c¢oziilerek ile hazirlanan {i¢ Ornege ait 200 ppm
konsantrasyondaki kolesterol ¢ozeltilerinin 25 mL’ lik kism1 agz1 agik sekilde petri
kutusuna konularak 1 saat UV 15181 altinda bekletildi. 1 saat sonunda buharlasma
nedeniyle eksilen hacim izopropanol : asetonitril : su (60:30:10, v:v:v) ilavesi ile
baslangi¢c hacmine getirilerek orneklerin HPLC analizi yapildi. Hacmi tamamlanan
ornekler bu defa UV 15181 altinda 2 saat bekletildi. Bu silirenin sonunda yine hacim
izopropanol: asetonitril: su (60:30:10, v:v:v) ilavesi ile baslangi¢c hacmine getirilerek

HPLC analizi yapildi.

Ug 6rnegin mobil fazda ¢dziilmesi ile hazirlanan 200 ppm konsantrasyondaki
kolesterol ¢ozeltileri iki kisima ayrildi. Bunlardan biri balon joje igerisinde agz1 hava
almayacak sekilde 1 ay siireyle oda sicakliginda bekletildikten, digeri de +4 °C’ de

bekletildikten sonra analizleri yapildi.

3.3.2. Mobil Faza Siklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters Faz HPLC
Analizleri

Kolesteroliin stereoizomerik ayirimlari i¢in mobil faza kiral ajan olan gesitli
siklodekstrinler eklenerek ters faz HPLC ile analizleri gerceklestirildi. Bu ¢alismada
C18 kolon i¢in uygulanan kromatografik parametreler kullanild1 [100]. Farkli olarak

mobil faza % 0.01 oraninda ¢esitli siklodekstrinler eklendi.

Mobil fazda c¢oziilerek hazirlanan ii¢ farkli 6rnege ait yeni hazirlanmis

kolesterol ¢ozeltilerinden alinan 100 pL.’ lik 6rnekler cihaza yiiklendi.

3.3.3. Permetillenmis y-siklodekstrin Kolon ile HPLC Analizleri

Enantiomerlerin kiral kromatografi sistemleri ile ayirimi, kiral mobil faz
kullanilarak kiral olmayan sabit faz iizerinde veya daha yaygin olarak, kiral sabit faz
tizerinde kiral olmayan mobil faz kullanilarak yapilir. Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
aynt olan enantiomerlere mobil fazla veya sabit fazla bir kiral merkezin daha
eklenmesi ile diastereomer olusumu metodun temelini olusturmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri farkli olan diastereomerler kromatografik sistemde birbirlerinden

ayrilabilmektedir [96].
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3.3.3.1. Kromatografik Parametreler

Gamma-CD kolon ile yapilan biitin analizlerde mobil fazin
[zopropanol:Asetonitril:Su (60:30:10, v:v:v), akis hizmin 1 mL/dk ve UV dalga
boyunun 210 nm oldugu kromatografik parametreler kullanildi. Kolesterol

cozeltilerinden 100 pL’ lik enjektdr ile alinan 6rnekler cihaza yiiklendi.

3.3.3.2. Kolesterol Orneklerinin Hazirlanmasi

Ucg kolesterol drnegi mobil fazda 500 ppm konsantrasyonda hazirlandi.

Mobil fazda hazirlanan {i¢ 6rnegin 500 ppm’ lik ¢ozeltilerinin 25 mL’ lik
kism1 agz1 agik sekilde petri kutusuna konularak 1 saat UV 15181 altinda bekletildi. 1
saat sonunda izopropanol : asetonitril : su (60:30:10, v:v:v) ilavesi ile baslangic
hacmine getirilerek HPLC analizi yapildi. Hacmi tamamlanan 6rnekler bu defa UV
15181 altinda 2 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda yine hacim izopropanol: asetonitril:

su (60:30:10, v:v:v) ilavesi ile baslangi¢c hacmine getirilerek HPLC analizi yapildi.

Uc ornegin mobil fazda ¢oziilmesi ile hazirlanan 500 ppm kolesterol
cozeltileri, balon joje icerisinde agizlar1 hava almayacak sekilde kapatilarak 1 ay

siireyle oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekletildikten sonra analizleri gergeklestirildi.

3.3.4. Amiloz tris-(3,5-dimetilfenilkarbamat) Kolon ile HPLC Analizleri

3.3.4.1. Kromatografik Parametreler

Amiloz tris-(3,5-dimetilfenilkarbamat) kolon ile yapilan biitiin analizlerde
mobil fazin Hekzan: izopropanol (90:10, v:v), akis hizinin 1 mL/dk ve UV dalga
boyunun 210 nm oldugu kromatografik parametreler kullanildi [101]. Kolesterol
cozeltilerinden alinan 100 pL’ lik 6rnekler cihaza yiiklendi.

3.3.4.2. Kolesterol Orneklerinin Hazirlanmasi

Ug kolesterol 6rnegi mobil fazda 500 ppm konsantrasyonda hazirlandi.
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Mobil fazda ¢oziilerek hazirlanan ii¢ O6rnege ait 500 ppm kolesterol
coOzeltilerinin 25 mL’ lik kism1 agz1 acik sekilde petri kutusuna konularak 1 saat UV
15181 altinda bekletilmistir. 1 saat sonunda hekzan: izopropanol (90:10, v:v) ilavesi ile
baslangi¢ hacmine getirilerek HPLC analizi yapildi. Hacmi tamamlanan 6rnekler bu
defa UV 15181 altinda 2 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda yine hacim hekzan :
izopropanol (90:10, v:v) ilavesi ile baslangic hacmine getirilerek HPLC analizi

gergeklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ters Faz HPLC Metod Validasyonu

Ters faz HPLC analizlerinde kullanilacak olan metodun validasyonu ig¢in
ornekler arasi ve ornek i¢i Slglimler yapildi. Bu amagla K1 6rneginin mobil fazda
coziilerek hazirlanan 50, 100, 200, 400 ve 500 ppm konsantrasyondaki ¢ozeltileri
kullanildi.

Ornekler aras1 Olciimler yapilirken 50, 100, 200, 400 ve 500 ppm
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin 1 numarali kolesterol piklerinin alanlar karsilastirildi

(Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D67.D)
mAU

)
©
140+ q
120+
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801
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40

20+
0- A~ -

T T T T A A
0 2.5 5 7.5 10 1

12.389

L3 430

T T T T R T
5 15 175 mir

~-

Sekil 4.1 500 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait
kromatogram. Mobil Faz: Izopropanol : asetonitril : su (60:30:10, v:v:v), Akis Hiz1: 1
mL/dk, UV:210 nm



29

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D68.D)
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Sekil 4.2 400 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait
kromatogram

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D69.D)
mAU
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Sekil 4.3 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait
kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D70.D)

mAU
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Sekil 4.4 100 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait

kromatogram.

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D71.D)

822

0 25 5 75 10 125 15 17.5 milf
Sekil 4.5 50 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait
kromatogram

Tablo 4. 1 Ornekler aras1 dl¢iimlerde belirlenen sapmalar

Kolesterol ornek Gozlenen Beklenen % Sapma
konsantrasyonlari pik alam pik alam

50 ppm 332.067 332.067 0

100 ppm 669.917 664.134 +0.87
200 ppm 1304.299 1328.268 - 1.80
400 ppm 2553.377 2656.536 -3.88
500 ppm 3463.469 3320.670 +4.30
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Ornek ici 6lgiimler, K1 6rneginin 200 ppm konsantrasyondaki ¢ozeltisinin 5
kez analiz edilerek 1 numarali kolesterol piklerinin alanlarinin karsilastirilmasi ile

belirlendi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D72.D)
mAU]
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Sekil 4.6 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile I. analizine ait
kromatogram Mobil Faz: Izopropanol : asetonitril : su (60:30:10, v:v:v), Akis Hizt: 1
mL/dk, UV: 210 nm

786
3.440

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D73.D)
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Sekil 4.7 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile II. analizine ait
kromatogram
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DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D74.D)

50
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Sekil 4.8 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile III. analizine ait
kromatogram

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D75.D)
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Sekil 4.9 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile IV. analizine ait
kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D76.D)
MAU
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Sekil 4.10 200 ppm konsantrasyondaki K1’ in ters faz HPLC ile V. analizine ait
kromatogram

Tablo 4. 2 Ornek igi dlgiimlerde gdzlenen sapmalar

Yapilan Gozlenen Pik | Ortalamadan % Sapma
Analiz Alam Sapma

Analiz 1 1331.158 -6.089 0.45
Analiz IT 1357.498 +20.251 1.51
Analiz ITI 1328.879 -8.368 0.63
Analiz IV 1333.110 -4.137 0.31
Analiz V 1335.588 -1.659 0.12

Ornek igi lgiimlerin sonucunda 1 numarali kolesterol pikine ait pik alani

1337.247 + 11.58, dl¢iimlerin varyasyon katsayist ise % 0.87 olarak bulundu.

4.2. Kolesterol Orneklerinin Kromatografik Stereoizomer Analizleri
4.2.1. Ters Faz HPLC Analizleri

4.2.1.1. Yeni Hazirlanan Kolesterol Orneklerinin Stereoizomer Analizleri

Her ii¢ 6rnek icin kromatogramda 1 numarali kolesterol piki gézlemlendi
(Sekil 4.11, 4.12, 4.13). Ancak K3 i¢in diger orneklerden farkli olarak kolesterol
pikinin dncesinde 2 numarali pik goriildii (Sekil 4.13).
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOLC18D5.D)
50
40

304

204

Sekil 4.11 Yeni hazirlanmis K1’ in ters faz HPLC ile analizine ait kromatogram
Mobil Faz: Izopropanol : asetonitril : su (60:30:10, v:v:v), Akis Hizi: 1 mL/dk,
UV: 210 nm

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOLC18D7.D)

mAU 8
60
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40
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20
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Sekil 4.12 Yeni hazirlanmis K2’ nin Ters Faz HPLC ile analizine ait kromatogram
Kromatografi sartlar1 ve pik tanimlamalar1 sekil 4.11” deki gibidir.

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOLC18D4.D)
mAU °
60
50
40
e ey
0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 mil

Sekil 4.13 Yeni hazirlanan K3’ iin Ters Faz HPLC ile analizine ait kromatogram
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4.2.1.2. UV Ismlarmin Kolesterol Orneklerine Etkisi

K1 i¢in UV uygulamasinin birinci saati sonunda 1 numarali kolesterol pikinin
oncesinde 2 numarali pik, sonrasinda 3 numarali pikin olugsmaya basladig1 gézlendi
(Sekil 4.14). Bunu takip eden iki saatlik UV uygulamas1 sonunda ise bu piklerin daha
belirgin hale geldigi gozlendi (Sekil 4.15).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D13.D)

50

404

30

20+

| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .
0 5 10 15 20 25 min

Sekil 4.14 UV’ de 1 saat bekletilmis K1’ in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D16.D)
mAU
80

976

704

60

50

404

> 10.436
D11.769
[\

Sekil 4. 15 UV’ de 142 saat bekletilmis K1’ in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

K2 i¢in UV uygulamasinin sonunda 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2
numarali pik olusumu goézlendi (Sekil 4.17). K3 i¢in UV uygulamasinin belirgin bir
etkisi gozlenmedi. Ancak kromatogramin ilk kisimlarinda yer alan safsizliklarin

miktarinda degisim gozlendi (Sekil 4.19).
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Ug 6rnegin UV uygulamasinin her asamasindan sonra retansiyon siirelerinin

kisaldig1 ve piklerin daha polar karakter kazandig1 gézlemlendi.

DADI C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D41.D)

3
>
c

L

54

T T T T T T T
5 7.5 10 125 15 17.5 20 min|

Sekil 4.16 UV’ de 1 saat bekletilmis K2’ nin Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

DADI C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D43 D)
mAU 8
50
40
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o
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Sekil 4. 17 UV’ de 1+2 saat bekletilmis K2’ nin Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D42.D)
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Sekil 4.18 UV’ de 1 saat bekletilmis K3° {in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

DADT ©, Sig=210,5 Ref=560,100 (TES THOC] 804 4.00

=

1
1500

2842

A

a
|
ENQ

T T T T T T
o 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 min

Sekil 4. 19 UV’ de 1+2 saat bekletilmis K3’ {in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

4.2.1.3. Oda Sicakliginda Bekletmenin Kolesterol Orneklerine Etkisi

K1 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik, sonrasinda
ise 3 numaral1 pikin olustugu goriildii. Oda sicakliginda bekleme sonucunda piklerin

retansiyon siirelerinin uzadig1 ve dolayisiyla daha apolar karakter kazandig1 goriildii

(Sekil 4.20).
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DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D46.D)

Sekil 4.20 Oda Sicakliginda 1 Ay bekletilmis K1’ in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

K2 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya ¢ikan 3 numarali pik
belirgin sekilde olgiilirken Oncesindeki pikler dl¢lilememesine ragmen degisiklik

goze ¢arpmaktadir (Sekil 4.21).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D47.D)

mAU
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Sekil 4. 21 Oda Sicakliginda 1 Ay bekletilmis K2’ nin Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

K3 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda daha 6nceden gézlemlenmeyen

3 numarali pik ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.22).
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DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D48.D)

mAU

504

40-|
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201

10+

0 2.5 5 75 10 125 15 175 mir|

Sekil 4. 22 Oda Sicakliginda 1 Ay Bekletilmis K3’ {in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

4.2.1.4. +4 °C’ de Bekletmenin Kolesterol Orneklerine Etkisi

K1 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin sonrasinda daha once gozlenmeyen 3
numarali pik olusumu gozlenirken, oncesinde ise Olclilemeyen piklerin olusmaya
basladigi goriildi. +4 °C’ de bekleme ile piklerin retansiyon siirelerinin uzamasi ile

daha apolar karakter kazandig1 goriildii (Sekil 4.23).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D49.D)
mAU]
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Sekil 4. 23 +4 °C’ de 1 Ay Bekletilmis K1’ in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

K2 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda 3 numarali pik ortaya ¢ikarken
oncesindeki pikler olgiilememesine ragmen degisiklik goze carpmaktadir. +4 °C’ de
bekleme ile piklerin retansiyon siirelerinin uzamasiyla daha apolar karakter kazandig

gbzlemlendi (Sekil 4.24).
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DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D50.D)

Sekil 4. 24 +4 °C’ de 1 Ay Bekletilmis K2’ nin Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram

K3 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda daha 6nceden gézlemlenmeyen

3 numarali pik ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.25).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D51.D)
mAU

50

404

30+

20+

104 g
%3
o] VA Y
T T T S S O S N A N [ B
0 25 5 75 10 125 15 17.5 mir|

Sekil 4. 25 +4 °C’ de 1 Ay Bekletilmis K3’ {in Ters Faz HPLC analizine ait
kromatogram
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Tablo 4. 3 Kiral ajan eklemeden yapilan ters faz HPLC ile analizlerde goriilen pikler

UV’ de

bekletilen Oda +4 °C’ de
Kolesterol Yeni ornekler sicakhi@ginda bekletilen
Ornekleri hazirlanan 1 1+2 bekletilen ornekler

ornekler saat saat ornekler

Ornek 1 1 1 1,2,3 1,2,3 1,3
Ornek 2 1 1 1,2 1,3 1,3
Ornek 3 1,2 1,2 1,2 1,2,3 1,2,3

Tablo 4. 4 Kiral ajan eklemeden tiim deney kosullarinda yapilan ters faz HPLC’ de

goriilen piklerin retansiyon siireleri

Goriilen pikler

Retansiyon siireleri

2 numarah pik

11.896 + 0.09 (n=6)

1 numarah pik

16.233 £ 0.12 (n=12)

3 numarah pik

18.943 £ 0.19 (n=7)

4.3. Mobil Faza Kiral Ajan Eklenerek Yapilan Ters Faz HPLC ile

Kolesterol Orneklerinin Stereoizomerlerinin Analizi

4.3.1. Mobil Faza a-siklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters Faz HPLC ile

Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 igin, 1 numarali kolesterol pikinden Oncesinde 2 numarali pik ve

sonrasinda ise 3 numarali pik olusumu gozlendi (Sekil 4.26).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D36.D)

mAU
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Sekil 4. 26 Yeni hazirlanmis K1’ in Mobil Faza a-siklodekstrin katilarak Ters Faz

HPLC analizine ait kromatogram
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K2 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.27).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D34.D)
mAU—~

60—

50

40+

30

20+

10+

620
746
g
§5460
3.770
4.176

ﬁ

0

-104
T T T T T T A R
0 25 5 7.5 10 125 15 17.5 mil

Sekil 4. 27 Yeni hazirlanmis K2’ nin Mobil Faza a-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram

K3 icin, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya ¢ikan 3 numarali pik

gozlendi (Sekil 4.28).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D35.D)

Sekil 4. 28 Yeni hazirlanmig K3’ {in Mobil Faza a-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram



43

4.3.2. Mobil Faza B-siklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters Faz HPLC ile

Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 igin, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.29).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D30.D)
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Sekil 4. 29 Yeni hazirlanmis K1’ in Mobil Faza B-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram

K2 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.30).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D31.D)

60
50 1
40
304 |

20—

11.937

Sekil 4. 30 Yeni hazirlanmig K2’ nin Mobil Faza B-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram
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K3 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya c¢ikan 3 numarali pik

gozlendi (Sekil 4.31).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D32.D)

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 mir

Sekil 4. 31 Yeni hazirlanmig K3’ {in Mobil Faza -siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram

4.3.3. Mobil Faza pB-metilsiklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters Faz
HPLC ile Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinden sonra ortaya ¢ikan 3 numarali pik
olusumu goriildii. Ancak kolesterol pikinden 6nce ¢ikan pik dl¢lilememesine ragmen

temel cizgide degisiklikler goriildii (Sekil 4.32).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D24.D)

50

404

30

20+

Sekil 4. 32 Yeni hazirlanmis K1’ in Mobil Faza B-metilsiklodekstrin katilarak Ters
Faz HPLC analizine ait kromatogram
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K2 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.33).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D25.D)

mAU
60

50

404

30

20+

104

Sekil 4. 33 Yeni hazirlanmis K2’ nin Mobil Faza -metilsiklodekstrin katilarak Ters
Faz HPLC analizine ait kromatogram

K3 icin, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya ¢ikan 3 numarali pik

gozlendi (Sekil 4.34).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D26.D)
mAU
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Sekil 4. 34 Yeni hazirlanmig K3’ {in Mobil Faza B-metilsiklodekstrin katilarak Ters
Faz HPLC analizine ait kromatogram
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4.3.4. Mobil Faza B-hidroksipropilsiklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters
Faz HPLC ile Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.35).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D27.D)
mAU] 2
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Sekil 4. 35 Yeni hazirlanmig K1’ in Mobil Faza p-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram

K2 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 4.36).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D28.D)
mAU

704

798

60-
50 1
40+ ‘

309

20

11.102

Sekil 4. 36 Yeni hazirlanmis K2’ nin Mobil Faza B-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram



47

K3 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya c¢ikan 3 numarali pik

gozlendi (Sekil 4.37).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D29.D)

o o o o o T
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Sekil 4. 37 Yeni hazirlanmis K3’ iin Mobil Faza [B-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram

4.3.5. Mobil Faza y-siklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters Faz HPLC ile

Kolesterol Orneklerinin Analizleri

Her ii¢ o6rnek icin, kullanilan diger siklodekstrinlerden farkli olarak 1
numaralt kolesterol piki sonrasinda ortaya ¢ikan pik gozlenmedi. Ancak, K1 ve
ozellikle K2 i¢in kolesterol piki dncesinde 2 numarali pik yine goriildi (Sekil 4.38,
4.39).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D18.D)
mAU
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Sekil 4. 38 Yeni hazirlanmis K1’ in Mobil Faza y-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D19.D)
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Sekil 4. 39 Yeni hazirlanmigs K2’ nin Mobil Faza y-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D20.D)
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Sekil 4. 40 Yeni hazirlanmig K3’ in Mobil Faza y-siklodekstrin katilarak Ters Faz
HPLC analizine ait kromatogram

4.3.6. Mobil Faza y-hidroksipropilsiklodekstrin Eklenerek Yapilan Ters
Faz HPLC ile Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 igin, 1 numaral kolesterol pikinden sonra ¢ikan 3 numarali pik goriildi.
Ancak, kolesterol pikinden 6nce ¢ikan pik Olgiilememesine ragmen temel ¢izgide

degisiklikler goriildii (Sekil 4.41).
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D21.D)

60

0 1

18.368
W

Sekil 4. 41 Yeni hazirlanmis K1’ in Mobil Faza y-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram

K2 i¢in, 1 numarali kolesterol pikinin dncesinde 2 numarali pik ve sonrasinda

3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 goriildi (Sekil 4.42).

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D22.D)

mAU
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20

Sekil 4. 42 Yeni hazirlanmis K2’ nin Mobil Faza y-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram

K3 i¢in, 1 numarali kolesterol piki sonrasinda ortaya ¢ikan 3 numarali pik

gozlendi (Sekil 4.43).
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\KOC18D23.D)
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Sekil 4. 43 Yeni hazirlanmis K3’ in Mobil Faza y-hidroksipropilsiklodekstrin
katilarak Ters Faz HPLC analizine ait kromatogram

Tablo 4. 5 Siklodekstrin ekleyerek yapilan ters faz HPLC ile analizlerde goriilen

pikler
Eklenen siklodekstrin Yeni hazirlanan ornekler
Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3

a-siklodekstrin 1,2,3 1,2,3 1,2,3
B-siklodekstrin 1,2,3 1,2,3 1,2,3
B-metilsiklodekstrin 1,3 1,2,3 1,2,3
B-hidroksipropilsiklodekstrin | 1,2,3 1,2,3 1,2,3
y-siklodekstrin 1,2 1,2 1,2

v-hidroksipropilsiklodekstrin 1,3 1,2,3 1,2,3

Tablo 4. 6 Siklodekstrin ekleyerek yapilan ters faz HPLC’ de goriilen piklerin

retansiyon siireleri

Goriilen pikler

Retansiyon siireleri

2 numarah pik

11.86 + 0.52 (n=16)

1 numarah pik

16.51 £0.64 (n=18)

3 numarah pik

19.82 £ 1.25 (n=15)
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4.4. Kiral HPLC ile Kolesteroliin Stereoizomer Analizleri
4.4.1. Permetillenmis y-siklodekstrin Kiral Kolon ile HPLC Analizleri

4.4.1.1. Yeni Hazirlanmis Kolesterol Orneklerinin Analizleri

Her ii¢ 6rnek i¢in, 1 numarali kolesterol piki ve bunun dncesinde 2 numaral

pik goriildii (Sekil 4.4, 4.45, 4.46).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA36.D)
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il >
]

6004
5001
400,

3004

2001

1004

0.889

T T T T T T T T S S T T S S S S S I T
0 25 5 75 10 125 15 175 mi

Sekil 4. 44 Yeni hazirlanmig K1’ in permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolonla
yapilan HPLC analizine ait kromatogram. Mobil Faz: izopropanol: asetonitril: su
(60:30:10), Akis hizi: 1 mL/dk, UV: 210 nm

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA38.D)
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Sekil 4. 45 Yeni hazirlanmig K2’ nin permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolonla
yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA39.D)
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Sekil 4. 46 Yeni hazirlanmis K3’ {in permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolonla
yapilan HPLC analizine ait kromatogram

4.4.1.2. UV Ismlarinn Kolesterol Orneklerine Etkisi

Her li¢ 6rnek i¢in, UV’ de bekleme isleminin ardindan yeni pik olusumu
gozlendi. K1 ve K3 i¢in 2 numarali pikin Oncesinde olusan 3 numarali pik

gbzlenirken, K2 i¢in 1 numarali kolesterol pikinin 6ncesinde bir pik goriildi (Sekil

4.48, 4.50, 4.52).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA37.D)
mAU

1928

350

300

200

156

106;

501

0863

o+

L A e L A S e L B e L I B B e IS S e e e S L A S B e R
0 2.5 5 7.5 10 125 15 175 mi

Sekil 4. 47 UV’ de 1 Saat bekletilmis K1’ in permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA42.D)
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Sekil 4. 48 UV’ de 1+2 Saat bekletilmis K1’ in permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil 4. 49 UV’ de 1 Saat bekletilmis K2’ nin permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA43.D)
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Sekil 4. 50 UV’ de 1+2 Saat bekletilmis K2’ nin permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil 4. 51 UV’ de 1 Saat bekletilmis K3 {in permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMAA44 D)
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Sekil 4. 52 UV’ de 1+2 Saat bekletilmis K3’ iin permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

4.4.1.3. Oda Sicakhiginda Bekletmenin Kolesterol Orneklerine Etkisi

K1 igin, oda sicakliginda bekleme ile 3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 gézlendi
(Sekil 4.53).
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Sekil 4. 53 Oda Sicakliginda 1 Ay Bekletilmis K1’ in permetillenmis y-siklodekstrin
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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K2 i¢in oda sicakliginda bekleme ile 3 numarali pikin ortaya ¢iktig1 gozlendi
(Sekil 4.54).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA34.D)
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Sekil 4. 54 Oda Sicakliginda 1 Ay Bekletilmis K2 nin permetillenmis y-siklodekstrin
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

Ornek 3 i¢in oda sicakhiginda bekleme ile degisim gozlenmedi (Sekil 4.55).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA35.D)
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Sekil 4. 55 Oda Sicakliginda 1 Ay Bekletilmis K3’ iin permetillenmis y-siklodekstrin
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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4.4.1.4. +4 °C’ de Bekletmenin Kolesterol Orneklerine Etkisi

K1 i¢in, +4 °C’ de bekleme ile 3 numaral pikin ortaya ¢iktigi gézlendi (Sekil
4.56).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA30.D)
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Sekil 4. 56 +4 °C’ de 1 Ay Bekletilmis K1° in permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

K2 igin, +4 °C’ de bekleme ile 3 numarali pikin ve 1 numarali kolesterol piki

sonrasindaki pikin ortaya ¢iktig1 gézlendi (Sekil 4.57).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\GAMMA31.D)
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Sekil 4. 57 +4 °C’ de 1 Ay Bekletilmis K2’ nin permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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K3 i¢in, +4 °C’ de bekleme ile 3 numarali pikin ve 1 numarali kolesterol piki

sonrasindaki pikin ortaya ¢iktig1 gézlendi (Sekil 4.58).
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Sekil 4. 58 +4 °C° de 1 Ay Bekletilmis K3’ {in permetillenmis y-siklodekstrin kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

Tablo 4. 7 Permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolon ile yapilan HPLC analizlerinde

goriilen pikler

UV’ de

bekletilen Oda +4 °C’ de
Kolesterol Yeni ornekler sicakhiginda bekletilen
Ornekleri hazirlanan 1 1+2 bekletilen ornekler

ornekler saat saat ornekler

Ornek 1 1,2 1,2 |1,2,3 1,2,3 1,2,3
Ornek 2 1,2 1,2,311,2,3 1,2,3 1,2,3
Ornek 3 1,2 1,2,3]1,2,3 1,2 1,2,3

4.4.2. Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) Kiral Kolon ile HPLC

Analizleri

4.4.2.1. Yeni Hazirlanmis Kolesterol Orneklerinin Analizleri

K1 ve K2 i¢in, 1 numarali kolesterol piki ve 2 numarali pik goriildii (Sekil

4.59, 4.60).
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DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHAZ.D)
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Sekil 4. 59 Yeni Hazirlanmig K1’ in Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram Mobil faz: Hekzan: izopropanol
(90:10), Akis hizi: 1 mL/dk, UV: 210 nm

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHA3.D)
mAU

3:832

3501
3004
2504
200
1504

1004

501 o
28
N

O,

L e e e s e e e L s A e e e T B e e B L e e e L Ay o s LA
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 4. 60 Yeni Hazirlanmig K2’ nin Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

K3 i¢in 1 numarali kolesterol piki ve 2 numarali pikin yaninda K1 ve K2’ den

farkl1 olarak kolesterol piki 6ncesinde bir pik gozlendi (Sekil 4.61).
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DADI C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHA4 D)
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Sekil 4. 61 Yeni Hazirlanmig K3’ iin Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiral
kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

4.4.2.2. UV Ismlarmin Kolesterol Orneklerine Etkisi
Her ii¢ 6rnek i¢in, UV’ de bekledikten sonra 1 numarali kolesterol piki ile 2
numarali pik arasinda yeni piklerin ortaya ¢iktigi gozlendi. Ancak K1’ den farkli

olarak K2 ve K3 i¢in kolesterol piki sonrasinda yeni pikler ortaya ¢iktigi goriildii
(Sekil 4.63, 4.65, 4.67).

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHA14.D)
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Sekil 4. 62 UV’ de 1 Saat Bekletilmis K1° in Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat)
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil

4. 63 UV’ de 1+2 Saat Bekletilmis K1’ in Amiloz tris(3,5-

dimetilfenilkarbamat) kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil 4. 64 UV’ de 1 Saat Bekletilen K2’ nin Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat)
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHAL8.D)
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Sekil 4. 65 UV’ de 1+2 Saat Bekletilmis K2’ nin Amiloz tris(3, 5-
dimetilfenilkarbamat) kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (TEST\ALPHA16.D)
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Sekil 4. 66 UV’ de 1 Saat Bekletilen K3’ {in Amiloz tris(3, 5-dimetilfenilkarbamat)
kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil 4. 67 UV’ de 1+2 Saat Bekletilmis K3’ in Amiloz tris(3, 5-
dimetilfenilkarbamat) kiral kolonla yapilan HPLC analizine ait kromatogram

Oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekletilen kolesterol 6rneklerinin Amiloz tris-

(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiral kolon ile yapilmasi planlanan HPLC analizleri

kolonun bozulmasi nedeniyle gerceklestirilememistir.

Tablo 4. 8 Amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiral kolon ile yapilan HPLC

analizlerinde goriilen pikler

UV’ de

bekletilen Oda +4 °C’ de
Kolesterol Yeni ornekler sicakhiginda bekletilen
Ornekleri hazirlanan 1 1+2 bekletilen ornekler

ornekler saat saat ornekler

Ornek 1 1,2 1,2, | 1,2, - -

++ ++
Ornek 2 1,2 1,2, | 1,2, - -

++ ++++
Ornek 3 1,2 1,2, | 1,2, - -

++ ++++
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S5.TARTISMA

Stereoizomerlerin biyolojik aktiviteleri birbirlerinden farklilik
gosterebilmektedir. Dogal olarak bulunan proteinleri olusturan amino asitlerin L
konfigiirasyonda yer almasi, DNA’ 1 da yapisinda yer alan sekerlerin D
konfigiirasyonda bulunmasi, bitki ve hayvanlar1 olusturan molekiillerin biiyiik
kisminin kiral 6zellik gosterdigini ve sadece tek bir formunun bu canlilarda yer

aldigin1 dogrulamaktadir.

Limonen molekiiliiniin S konfigiirasyonu limon kokusunu verirken, R
konfigiirasyonu portakal kokusu vermektedir. Benzer sekilde karvon molekiiliiniin S
konfiglirasyonu nane kokusu verirken, R konfigiirasyonu kimyon kokusu
vermektedir. Bir molekiiliin enantiomerlerinin farkli kokulardan sorumlu olmasinin
gerekgesi burunda bu kokular icin yer alan reseptorlerin kiral 6zellikte olmasiyla

agiklanmaktadir.

Epinefrin molekiiliiniin enantiomerleri de farkli etkiler gostermektedir. S
konfigiirasyonu toksik etki gosterirken, R konfiglirasyonu normal hormonal islemini
yerine getirmektedir. Bu sonug, kiral 0Ozellik gosteren bir molekiiliin
enantiomerlerinden sadece bir tanesinin reseptdr bolgesinde taninabilecegini

gostermektedir [102].

Bazi proteinler, dogada olmayan D-amino asitlerin sentezlenmesi ile
yapildiklar1 i¢cin D-proteinler olarak adlandirilirlar. D-proteinler, dogal enzimlerin
etkin tarafina uyacak uygun bir kirallige sahip olmadiklarindan proteolitik enzimler
tarafindan pargalanmaya kismen dayaniklidirlar. Bununla birlikte, D-proteinlerin
kanda daha uzun bir émre sahip olmasindan dolayr bu durum oldukga ilgi g¢ekici

imkanlar saglamaktadir [102].

Bitki ve hayvanlarda yer alan molekiillerin stereoizomerik formlarinin
Oneminin yan1 sira kiral molekiiller ilag¢ endiistrisi i¢in de dnem tasimaktadir. Kiral
ilaglarin  enantiomerleri farkli biyolojik, farmakolojik, farmakodinamik ve

toksikolojik etkiler gosterebilmektedir.
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Enantiomerlerden biri terapotik etkiye sahipken, digeri yan etkilerden
sorumlu olabilir. Genel anestezide kullanilan ketaminin (+) izomeri terapétik etkiye
sahipken (-) izomeri santral sinir sistemini uyararak yan etkilerden sorumlu
olabilir. Enantiomerlerin her ikisini de igeren rasematin toksik etkisinden
enantiomerlerden biri sorumlu olabilir. Gebelik kusmalarini 6nlemek igin kullanilan
Talidomidin R izomeri terapdtik etkisini gosterirken, S izomeri teratojenik etki
gosterir. Ya da enantiomerlerin her ikisi de terapdtik degeri farkl etkilere sahiptir.

Propoksifenin (+) izomeri analjezik, (-) izomeri antitussif etki gosterir.

Bu 6rneklerden de anlasildigr gibi, kiral ilaglarin enantiomerlerine ayrilmasi
ve her bir enantiomerin farmakolojik, farmakokinetik, farmakodinamik ve
toksikolojik Ozelliklerinin ayr1 ayr1 incelenmesi zorunludur. Kiral ilaglarin
enantiomerlerinin biyolojik sistemlerde farkli sekillerde davranmasi nedeniyle, ilag

arastirmalarinda enantiomerlerin incelenmesinin 6nemi biiyiiktiir [96].

Kolesterol ve benzeri lipidlerin ayrilmast ve analizleri i¢in g¢esitli
kromatografik yontemler kulanilmaktadir. Bunlar ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi, diiz faz ve ters faz yliksek performansh sivi kromatografisidir [103].
Kolesterol metabolitlerinin analizleri i¢in sivi kromatografi kiitle spektrometrisi
[104], oksifitosterol ve oksikolesterol tiirevlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in gaz
kromatografi kiitle spektrometri metodlari kullanilmaktadir [105]. Enantiomerik
steroidlerin kiral ayirimi igin kiral sabit fazlar, permetillenmis beta ve gama
siklodekstrin kolonlar ile Amiloz tris (3,5-dimetilfenilkarbamat), kullanilarak HPLC

analizleri Kummer ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir [101,106].

Stereoizomerik yapilar olan enantiomerlerin farkli biyolojik cevaplar
olusturmasi nedeniyle bu yapilarin belirlenmesi énem tagimaktadir. Ozellikle ilag
endiistrisinde yanlig enantiomerlerin kalitatif veya kantitatif olarak belirlenmesi i¢in

kullanilan kiral likit kromatografisi bu alanda 6n plana ¢ikmistir [106].

Kolesterol, hiicre zar yapisina katilim, safra asitlerinin olusumu ve steroid

hormonlarin sentezlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olaym yani sira ateroskleroz gibi
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patolojik durumlarin i¢inde yer almaktadir. Bu nedenle, 8 tane kiral merkez igeren ve
dolayisiyla 256 tane muhtemel stereoizomere sahip olan kolesterol molekiilii i¢in

stereoizomerlik kavrami biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu farkliliklar g6z Oniine alinarak kolesterol stereoizomerleri ile bazi
caligmalar yapilmistir. Kolesterol ve 3-a hidroksi izomeri olan epikolesteroliin
ratlardaki emilimi incelendiginde, kolesteroliin stereoizomerinden iki kattan daha
fazla emildigi ve emilen kolesteroliin % 50’ sinin lenfte esterlesmis olarak geri
almmasina ragmen epikolesterol i¢in boyle bir durumun olmadigi ortaya
konulmustur [7]. Yine bir diger kolesterol stereoizomeri olan enantiomerik kolesterol
ile yapilan c¢alismanin sonuglari, kolesteroliin yaklagik % 50 sinin emildigini buna
karsin serumda enantiomerik kolesterole rastlanmadigini gostermektedir [10].
Silomikron benzeri emiilsiyonlarin plazmadan uzaklastirilmasina kolesterol yapisinin
etkisinin incelendigi arastirmada, epikolesterol ile kolesteroliin benzer sonuglar

ortaya ¢ikardig1 goriilmektedir [107].

Bu caligmada farkli kaynaklardan elde edilen kolesteroliin igerebilecegi
muhtemel stereoizomerlerin  kromatografik metodlarla ayrilmasi ve farkl
kaynaklardan elde edilen kolesteroliin stereoizomerik yapilarin karsilastirilmasi

amaglandi.

Ters faz HPLC ile yapilan calismalarda, UV 1sinlar1 altinda bekletilen iig¢
ornekten K3 icin degisim gozlenmezken, K2 i¢in kolesterol piki dncesinde ortaya
c¢ikan bir pik ve K1 ig¢in kolesterol piki dncesi ve sonrasinda iki pikin ortaya ¢iktigi
gbze c¢arpmaktadir. UV 1sinlari altinda bekletme ile K1 ve K2 i¢in kolesterol piki
oncesinde gozlenen pikin, K3’ de zaten var olan 2 numarali pik ile iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir.

Oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekletilen her ii¢ ornekte benzer sekilde
kolesterol piki sonrasinda yeni bir pikin ortaya ¢iktig1 gozlendi. Birbirine yakin
sonuglarin elde edilmesi oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekletilen drneklerde yeni

piklerin ortaya ¢ikmasinda sicakligin etkisinin olmadigi goriilmektedir. Bazi E-Z
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izomerlerin i¢inde bulunduklar ¢oziicii, sicaklik ve asitlik gibi ¢esitli faktorlere baglh
olarak birbirlerine doniisebilmeleri miimkiindiir [108]. Bu etkiler gz oniine alinarak,
oda sicakliginda ve +4 °C’ de ¢oziicli igerisinde bekletilen kolesterol 6rnekleri igin de

doniisiim miimkiin olabilir.

Mobil faza kiral siklodekstrin ajanlarin eklenmesiyle, y-siklodekstrin harig,
yapilan ters faz HPLC’ de, kolesterol piki sonrasinda ¢ikan pikin mobil faza kiral
ajan eklemeden yapilan ters faz HPLC’ de goriilmemesinin nedeninin siklodekstrin
tarafindan ortaya konulan bir farklilik olarak disiiniilmekte ve muhtemel bir
stereoizomeri isaret etmektedir. Oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekleyen kolesterol
orneklerinin ters faz HPLC ile analizinde kolesterol piki sonrasinda ortaya cikan

pikin de bununla baglantil1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica yeni hazirlanmis 6rnek 2 icin, ters faz HPLC’ de kolesterol piki
oncesinde herhangi bir pik gézlenmezken siklodekstrin ajanlarin mobil faza katildig:
ters faz HPLC’ de kolesterol piki Oncesinde 2 numarali pikin ortaya c¢iktigi
gbzlenmektedir. iki kromatogram arasindaki bu farklilik, 6rnek 2 i¢inde mevcut olan
bir stereoizomerin siklodekstrin ajan tarafindan taninarak farklilandirildigi fikrini

diistindiirmektedir.

Permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolon ile yapilan ¢alismada, UV’ de
bekletme ile her ii¢ 6rnek i¢in de yeni piklerin olusumu goézlenmektedir. Benzer
sekilde oda sicaklhiginda ve +4 °C’ de bekleyen kolesterol 6rnekleri igin yeni pik
olusumu gozlenmektedir. Bu sonuglarin, oda sicakliginda ve +4 °C’ de bekleyen
kolesterol 6rneklerinin ters faz HPLC ile yapilan ¢aligmalarin sonuglart ile iliskili
olabilecegi goriilmektedir. Yeni hazirlanan kolesterol 6rnekleri ile gézlenemeyen bu
piklerin, bekleme sonucu olusan ve kiral kolon tarafindan taninan stereoizomerik

yapilar oldugu diisiiniilmektedir.

Amiloz tris-(3, 5-dimetilfenilkarbamat) kiral kolonla yapilan ¢alismada yeni
hazirlanmis kolesterol Ornekleri ile yapilan analizde goriilmeyen ancak, UV’ de

bekleme ile olusan pikler gozlenmektedir. Bu farkliliklarin da yine ters faz HPLC ve
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permetillenmis y-siklodekstrin kiral kolon ile yapilan HPLC c¢alismalarinda UV

1sinlar altinda bekletilen 6rneklerin analiz sonuglar ile ortiistiigii goériilmektedir.

Gerek mobil faza kiral ajanlarin katilmasiyla yapilan ters faz HPLC ile
gerekse de kiral kolonlarin kullanimi ile yapilan calismalarda ortaya konulan
muhtemel stereoizomer oldugu diisliniilen yapilarin tam olarak aydinlatilmasi i¢in
LC-MS ve NMR gibi daha ileri tekniklerin kullanilmasinin gerekli oldugu kanaatine

varildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Insan viicuduna besinlerle farkli kaynaklardan kolesterol alinmaktadir.
Kolesterol stereoizomerlerinin tespiti, alinan kolesteroliin besinsel kaynagi hakkinda
fikir verebilir. Kolesterol ¢ok farkli canli organizmalar tarafindan sentezlenmekte
bunlar da farkli besinlerle viicuda alinmaktadir. Hiperkolesterolemi ile koroner kalp
hastalig1 insidansi arasindaki pozitif korelasyon goéz oOniline alindiginda besinlerle
alinan kolesteroliin stereoizomerik yapilarinin aydinlatilmasi ile besinsel kolesterol

kaynaklariin aterojenik 6zellikleri degerlendirilebilir.

Bu amagla koyun yilin yagindan ve domuz karacigerinden elde edilen
kolesteroliin ters faz HPLC, mobil faza siklodekstrin eklenmis ters faz HPLC ve kiral
kolonlar kullanilarak yapilan kiral HPLC ile stereoizomerik analizlerinin sonuglari

bazi farkliliklari ortaya koymustur.

Mobil faza kiral ajan olarak ¢esitli siklodekstrinlerin, gama siklodekstrin
harig, eklenmesi ile yapilan ters faz HPLC analizlerinin neticesinde, mobil faza kiral
ajan eklemeden yapilan ters faz HPLC ile belirlenemeyen piklerin ortaya ¢iktigi
goriildii. Tespit edilen bu pikler siklodekstrin tarafindan ayrilan bir stereoizomer,

baska bir sterol veya kolesteroliin degisime ugramis sekli olabilir.

Mobil faza siklodekstrin eklenmesi ile yapilan stereoizomer analizinde domuz
karacigerinden elde edilen kolesterol 6rneginde kolesterol pikinden daha 6nce gelen
pik 2 koyun yiin yagindan elde edilen kolesterol 6rnegindeki pik 2 den daha belirgin
olarak oOlgiilmektedir. Bu sonu¢ da farkli kaynaklardan elde edilen kolesteroliin

steroizomer iceriginin birbirinden farkli olabilecegini igaret edebilir.

Sonuglar, farkli kaynaklardan elde edilmis olan kolesterollerin izomerik
yapilariin heterojen ve birbirinden farkli olabilecegini gostermektedir. Bu yapilarin

tanimlanmasi i¢in LC-MS ve NMR gibi analiz teknikleri gereklidir.
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