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YAGDA COZUNEN VITAMINLERIN YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI-KUTLE SPEKTROMETRIiSI METODU ILE ES
ZAMANLI TAYIN METODUNUN GELISTIRILMESI VE
OPTIMIZASYONU

OZET

Amag: Yagda ¢oziinen vitaminler (A, D, E ve K) izopren tiirevi apolar molekiillerdir. Enzim
aktivitesinde koenzim olarak (biyokatalizor) gorev alirlar. Metabolizmay1 diizenlerler,
karbonhidrat, yag ve proteinlerin enerjiye doniisiimiine yardim ederler. Viicut yapilarina
katilmazlar. Yerleri baska maddelerle doldurulamaz. Eksik ya da yiiksek seviyelerine bagh
bazi hastaliklar ve semptomlar godzlemlenebilir. Bu nedenle, yagda c¢oziinen vitamin
seviyelerinin olgtimleri 6nemlidir. Bu tez calismasinda, yagda ¢oziinen vitaminlerin es
zamanl analizine imkan saglayan, hassas ve segici bir LC-MS/MS metodunun gelistirilmesi

ve valide edilmesi amag¢lanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Serum Ornekleri metanol ile deproteinize edildi ve analitlerin
kromatografik aymrimi LC-MS/MS sistemi (Agilent Technologies 6420 TripleQuadrapole LC-
MS), Agilent Pursuit PFP kolon (100mmx3,0mm; 3,0 um), gradient modunda Mobil faz A
(H20+%0,1 formik asit) ve Mobil faz B (Metanol+%0,1 formik asit) kullanilarak
gerceklestirildi. Iyon taramast MRM (multiple reaksiyon izleme) modunda, ESI iyon
kaynaginda pozitif iyon se¢iciligi ile yapild.

Bulgular: Vitaminlerin alikonma siireleri vitamin 25-OHDj3 i¢in 7,52 dakika, vitamin A i¢in
7,56 dakika ve vitamin E i¢in 9,65 dakikadir. Metot vitamin A, vitamin E ve 25-OHDs; i¢in
sirastyla 3,0-90,0 pg/dL, 3,0-90,0 pg/mL ve 5,0-150,0 ng/mL arasinda lineerdir. Giin i¢i
CV% degerleri vitamin A, vitamin E ve 25-OHD3 icin srastyla %9,38, %10,23 ve %3,27,
giinler aras1t CV% degerleri sirasiyla %3,69, %6,19 ve %4,11°dir. Tespit smnir1 ve tayin
sinirma S/N orani ile karar verildi. LOD ve LOQ sirasiyla S/N> 3 ve S/IN> 10°dur.

Sonug: Bu ¢alismada, yagda ¢oziinen vitaminlerin seviyelerini 13 dakikada analiz edebilecek
bir LC-MS/MS metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu metot, diisiik hassasiyete sahip

immiinoassay yontemleri ve es zamanli analize olanak saglayamayan HPLC yOntemlerine



gore cok daha kisa siirede ve birlikte tespitine imkan saglayabilecek giivenilir bir yontem

olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, Metot Gelistirme, Validasyon, Yagda Coziinen Vitaminler
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DEVELOPMENT AND OPTIMIZATION OF SIMULTANEOUS

DETERMINATION OF FAT SOLUBLE VITAMINS BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY TANDEM MASS SPECTROMETRY

ABSTRACT

Objective: Fat-soluble vitamins (A, D, E and K) are isoprene derived apolar molecules For
absorption of vitamins, the fat absorption metabolism must be functioning properly.
Steatorrhea and biliary obstruction, such as fat absorption is impaired in cases where fat-
soluble vitamins cause malabsorption. Deficiencies have been associated with various
diseases such as Type 2 Diabetes and cancer. In addition, taking high doses of Vitamin A and
vitamin D can cause toxic effects. Therefore, in this thesis study, it is aimed to develop and
validate a sensitive and specific LC-MS / MS method that allows simultaneous analysis of fat-

soluble vitamins.

Materials and Methods: Serum samples were deproteinized with methanol and
chromatographic separation of analytes were performed by LC-MS/MS system
(AgilentTechnologies 6420 Triple Quadrapole LC-MS), Agilent Pursuit PFP column
(100mmx3,0mm; 3,0 um), in gradient mode using Mobile phase A (H20+0,1% formic acid)
and Mobile phase B (Methanol+0,1% formic acid). lon scan was performed in MRM

(multiple reaction monitoring) mode with positive ion selectivity in ESI ion source.

Results: The retention times of the vitamins are 25-OHD3 7,52 min, Vitamin A 7,56 min and
Vitamin E 9,65 min. The method is lineer between 3,0-90,0 pg /dL, 3,0-90,0 pg/mLand 5,0-
150,0 ng/ml for Vitamin A, Vitamin E and 25-OHDj3; respectively. Intra-day CV% values for
Vitamin A, Vitamin E and 25-OHDj; are; 9,38%, 10,23% and 3,27% and inter-day CV%
values are; 3,79%, 4,19% and 4,11%. The limit of determination and the limit of quantitaion
were determined by the S/N ratio. The LOD and LOQ are S/N>3 and S/N>10 respectively.

Conclusion: In this study, a LC-MS/MS method that can analyze fat soluble vitamins in 13
minutes was developed and validated. This method will be useful for clinical purposes by

replacing low sensitivity immunoassay methods and HPLC methods that can not allow



Vii

simultaneous analysis.

Keywords: LC-MS/MS, Method Development, Validation, Fat-SolubleVitamins
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1.GIRIS VE AMAC

Vitaminler, organizmanin gelisimi ve devamlili§1 i¢in kiiciik miktarlarda
alinmast zorunlu olan organik maddelerdir. Enzim aktivitesinde koenzim olarak
(biyokatalizor) gorev alirlar. Metabolizmay1 diizenlerler, karbonhidrat, yag ve
proteinlerin enerjiye doniisiimiine yardim ederler. Viicut yapilarina katilmazlar.
Yerleri baska maddelerle doldurulamaz. Vitamin eksikliklerine ya da yiiksek
seviyelerine bagli baz1 hastaliklar ve semptomlar gozlemlenebilir. Bu hastaliklar ve

semptomlarimn tedavisi ancak spesifik vitamin takviyesiyle miimkiindiir (1).

Vitaminlerin kesfi 20. yiizyila dayanir. 1906 yilinda, ilk kez Ingiliz
Biyokimyac1 Sir Frederick Hopkins gidalarin protein, karbonhidrat, yag, mineral ve
suya ek olarak bazi faktorler icerdigini kesfetmistir. Vitamin kavrami ise ilk kez
Funk tarafindan ortaya atilmistir. Funk, piring kabugundaki anti-beriberi maddesinin,
nitrojen igeren bilesik olan amin oldugunu goéstermistir. Aminin azotlu bir bilesik
olmasi1 sebebiyle bu maddeye hayat veren azotlu madde anlamina gelen ‘vitamine’
adim verdi. 1912 yilinda Hopkins ve Funk vitaminlerin eksikligine bagli olarak beri-
beri ve iskorbit gibi hastaliklarin ortaya ¢iktigina dair hipotezlerini ortaya atmuistir.
1920’de  Drummond ‘vitamine’ kelimesinin sonundaki ‘e’ harfinin atilmasini
Oonermis ve sonu¢ olarak bu organik madde vitamin olarak adlandirilmaya
baslanmistir. Daha sonra farkli vitaminlerin farkli kimyasal 6zellikleri oldugu ve

fazla alinmasi1 durumunda zararl etkilerinin olusabilecegi kesfedilmistir (1).

Vitaminler organizma i¢in olduk¢a dnemli maddelerdir. Bir¢ok organizma
(bitki ve mikroorganizmalar) vitamin sentezi yapabilir, ancak D, K ve biotin vitamini
disindakiler insan viicudunda sentezlenemezler. D vitaminin sentezi sterollerin UV
151g1n1 absorplamasi ile olur. Dolayisiyla insanlar bu vitaminleri diyet yoluyla bitkisel
ve hayvansal takviyelerle alirlar. Hiicrelerin metabolik reaksiyonlarinda katalitik bir
rol oynamalari, koenzim veya enzim sistemlerinin bir pargasi olarak hareket etmeleri
icin vitaminlerin kiiciik miktarlarda alinmasi yeterlidir. A ve D gibi bazi vitaminler

hiicre i¢i reseptorlere baglanarak hormon gibi iglev gosterirler (2).



1915 yilinda, McCollum ve Davis vitaminleri yagda ¢ozlinen ve suda
¢coziinen olarak iki smifa ayirdilar. Vitamin C ve B kompleksi suda ¢Oziinen

vitaminlerken; A, D, E ve K yagda ¢6ziinen vitaminlerdir (1,2).

Son ¢aligmalar, yagda ¢oziinen vitaminlerin (6zellikle A ve D vitamini) farkli
klinik etkilerini ortaya koymustur (2,3). Yagda ¢oziinen vitaminlerin bagirsakta
gerceklesir. Bu vitaminlerin emilim ya da diger sebeplere bagh eksikliklerinde gece
korliigli (A vitamini), osteomalazi (D vitamini), oksidatif stres (E vitamini) ve
hemoraji (K vitamini) gibi klinik bulgular gelisebilir (3). Ayrica, eksiklikleri kanser,
tip-2 diyabet, bazi bagisiklik sistemi bozukluklar1 gibi bircok hastalikla
iliskilendirilmistir (2,4). Buna bagli olarak, laboratuvarlarda yagda ¢oziinen

vitaminlerin 6l¢limii i¢in gelistirilecek yontemlere yonelim oldukga artmustir.

Gilinlimiizde, yagda ¢0ziinen vitaminlerin tayini i¢in en c¢ok kullanilan
yontemler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve immiinoassaydir.
Immiinoassay sistemler, hizli analiz siiresi ve kolay kullanim 6zelliklerine sahip
olmasina ragmen bir¢cok otomatik immiinoassay sisteminde dogruluk ve prezisyon ile
ilgili problemler oldugu bildirilmistir. HPLC, yagda ¢oziinen vitaminlerin 6lgtimii
yapilabilir, fakat ayni anda eliic olan vitaminleri HPLC ile es zamanli 6lgmek
miimkiin degildir (5). Bu durum hassasiyeti ve seciciligi daha yiiksek metotlarin

arastirilmasi ve gelistirilmesine olan ihtiyaci dogurmustur.

Bu calismanm amaci1 yagda ¢oziinen vitaminleri es zamanli 6lgebilecek bir

LC-MS/MS metodunun gelistirilmesi ve valide edilmesidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. YAGDA COZUNEN VITAMINLER

Vitaminler, saglikli beslenme i¢in kiigiik miktarlarda alinmalar1 zorunlu olan,
herhangi birinin eksikligi spesifik bir bozukluk ve hastalik meydana getiren organik
maddelerdir (1). Bilinen on {i¢ vitamin, su ve yagdaki ¢oziiniirliklerine gore iki
smifa ayrilir. Yagda ¢6ziinen vitaminler A, D, E ve K vitaminleridir ve emilimleri

bagirsakta gergeklesir (1-3).

Son caligmalar yagda ¢oziinen vitaminlerin (6zellikle A ve D vitamini) farkl
etkilerini ortaya koymustur. Bu vitaminlerin beslenme ya da emilim bozukluklarina
bagl eksikliklerinde gece korliigii (A vitamini), osteomalazi (D vitamini), oksidatif
stres (E vitamini) ve hemoraji (K vitamini) gibi klinik bulgulara rastlanir. Ayrica, bu
vitaminlerin eksiklikleri kanser, tip-2 diyabet, baz1 bagisiklik sistemi bozukluklar1
gibi bir¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (2,4). Bu sebeplerle laboratuvarlarda yagda
¢Ozilinen vitaminlerin 6l¢limii i¢cin gelistirilecek yontemlere yonelim de oldukga

artmistir.
2.1.1. A Vitamini

A vitamini kavrami 1915 yilinda Mc Collumn ve Davis tarafindan ortaya
atilmig ve ilk kez 1931 yilinda, ratlardan izole edilmistir. A vitaminin biyolojik ve
IUPAC adi alkol formundaki retinoldur. Aldehit formuna retinal, asit formuna ise
retinoik asit adi verilir. Retinol, retinal ve retinoik asit A vitaminin aktif formuyken,
rentinil palmitat karacigerde depo edilen formudur (6). Ug aktif formun her biri farkli
biyolojik etkiye sahiptir. Bu formlar; all-trans retinol, ana depo formu olan uzun
zincirli yag agil esteri retinol ve retinadaki aktif formu olan retinaldir (7). Retinolun
prekiirsorii veya provitamini, havugta bol miktarda bulunan B-karotendir (8). p—
karotenin A vitaminine doniisiimii, bagirsak mukozasinda demir igeren oksijenaz ve
alkol dehidrogenaz enzimleriyle katalizlenir (9). A vitamininin temel olarak, A; ve
A, olmak ftizere iki ¢esidi vardir. Vitamin terimi A; formuyla iliskilendirilir. A

vitamini, canli bir organizmanin saglikli gelisimi i¢in kiiciik miktarlarda alinmasi
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gereken organik bir bilesiktir. Yapisini bes konjuge ¢ift bag iceren B-iyonon halkasi
olusturur (9).

HsC. CH, Hs Hs
OH
CH,
All-trans-Retinol
H,C CH,  GH;
N N
CH, H,C N0
11-cis Retinal

HC CH, Hy Hy

OH

CH,
Retinoik Asit

All-Trans Retinal



Retinal Palmitat

Sekil 2.1. A vitamininin formlar1

2.1.1.1 A Vitamininin Kaynaklan:

[ —karoten koyu yesil yaprakli sebzeler, ispanak, brokoli, havug, lahana,
kabak, tath patates, koyu portakal meyveleri, mango, kayisi, domates, papaya ve
karpuz, amarant, kantalup gibi bitkilerde ve siit, tereyagi, peynir, krema, yumurta,
morina karacigeri yagi, bobrek gibi hayvansal besinlerde bulunur. Preformed A
vitamini et, karaciger, balik karaciger yaglari, yumurta sarisi ile kirmizi palmiye yagi
(provitamin A agisindan zengin), tahil, gesni ve kat1 yag iceren islenmis gidalar gibi
besinlerde bulunur (10). Yas gruplarina gore giinliik A vitamini ihtiyaci Tablo 2.1’de
gosterilmistir (1).
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Tablo 2.1. A vitamini igin yas gruplarina goére tahmini ortalama gereksinim ve
giivenli alim seviyesi

Ortalama Onerilen giivenli
Yas Grubu Yas gereksinimi alim miktar1
(1g/glin) (1g/glin)
0-6 ay 180 375
6-12 ay 190 400
Bebekler ve
1-3 yas 200 400
cocuklar
4-6 yas 200 450
7-9 yas 250 500
Ergenler 10-18 yas 330-400 600
19-65 yas 270 500
Yetiskinler
65 yas + 300 600
Hamile kadinlar - 370 800
Emziren kadinlar - 450 850

2.1.1.2. A Vitaminin Metabolizmast:

Bagirsak liimeninde retinal esterler, enterositler (ince bagirsak emici hiicreler)
tarafindan alinmadan Once firgamsi-kenarli retinil ester hidrolaz enzimi varliginda
retinol ve serbest yag asitlerine hidrolize edilir (11). B—karoten, pasif difiizyonla
enterositlere gecer ve ne kadarmin absorbe edilecegi diyetle alinan yag miktar ile
iliskilidir (12). Enterositlerde, p-karotenler 15,15°- monoooksijenaz enzimi ile
simetrik iki retinala pargalanir ve daha sonra retinal rediiktaz enzim aktivitesiyle
retinola doniistiirilir (13). Enterosit i¢indeki retinollerin ¢ogu retinoidlerden elde
edilir. Karotenoidler ise lesitin: retinol agiltransferaz veya agil-KoA: retinol
aciltransferaz enzimleri ile retinil esterlere esterifiye olurlar (14). Daha sonra retinil
esterler silomikronlar araciligiyla lenfatik sisteme salgilanir (15). (Sekil 2.2) Az
miktarda bulunan diyetsel retinoidler retinoik asite cevrilir ve direkt olarak kan

dolagimina katilir (16).
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Diyetsel retinoidin yaklasik %70' karaciger, 6zellikle parankimal hiicreler,
tarafindan alinir ve daha sonra hepatik stellat hiicrelerinde retinil palmitat formunda
depolanir (17). Parankimal hiicrelerde retinil esterler retinal ester hidrolaz enzimi de
dahil olmak iizere bir dizi enzim tarafindan tekrar retinola hidrolize olur. Retinil
esterler stellat hiicrelerine taginir ve burada tekrar esterifiye edilerek depolanir (17).
Karacigerden salian retinol hiicreler araciligiyla farkl fizyolojik islevleri i¢in diger

formlarma (retinal ve retinoik asit gibi) metabolize edilebilir (18). (Sekil 2.2)

A vitaminin hidrofobik yapis1 sebebiyle tasinmasi i¢in 6zel tasiyicilara ihtiyag
vardir. A vitaminin ekstraselliiler taginmasi retinol baglayici protein (RBP) ve tirozin
baglayict protein transtretin (TTR) araciligiyla gerceklesir. Retinol-RBP-TTR
kompleksi A vitaminin hidrofobik yapisi sebebiyle tasinmasina yardime1 olmasmin
yani sira tasinma sirasinda oksidasyonu ve esterifikasyonunun onlenmesi acisindan
da oldukga énemlidir (19,20). Intraselliiler unesterifiye retinol, selliiler RBP Tip-1
(CRBP-1) ve selliiller RBP Tip-2 (CRBP-2) proteinlere baglanarak tasmir. Diger
intraselliiler proteinlerden selliiler retinoik asit baglayici protein (CRABP-1 ve
CRABP-2) ve selliiler retinal baglayict protein (CRALBP) retinal tasinmasinda
gorevlidir (20).
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Sekil 2.2. A vitamini metabolizmasi

A vitamini metabolizmasini gosteren genel bir semadir. Diyetsel Vitamin A (6rn, Retinil
esterler ve B-karoten) intestinal enterositler araciligiyla farkli mekanizmalarla sindirilir ve
absorbe edilir. Enterositlerde retinol re-esterifiye olarak retinil esterlere doniistiriilir ve
silomikronlar araciligiyla lenfatik sisteme salgilanir. Lenfatiklerden kan dolagimina gegip
karaciger hiicrelerine (parankimal hiicreler) gelen retinil esterler tekrar retinol formuna
doniistiiriiliir. Buradan hedef hiicrelere aktarilir veya karacigerde depolanir. Vitamin A
ekstraselliiler taginmasinda retinol baglayici protein (RBP) ve tirozin baglayici protein
transtretine (TTR) baglanarak taginirken, intraselliiler retinol RBP ve CRBP’lere baglanarak
taginur (20).

2.1.1.3. A Vitaminin Fonksiyonlari:

Hiicresel farklilasma i¢in olduk¢a 6nemli olan retinoik asit, embriyo gelisimi

ve gen ekspresyonunda dnemli rol oynar. Retinoik asit epitel hiicrelerin iiretimi ve



9

fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in gerekli olmasinin yani sira viicutta mukus

formundaki hiicrelerin eksternal kanallarinin biitiinliigiinii de saglar (20).

Retinol, aldehit formu olan retinala yiikseltgenir. Retinal, gorme pigmenti
rodopsinin gerekli 6n maddesidir. Retinalda gozde kompleks hale gelerek opsin
molekiiliine doniisiir. Retinanin ¢omak hiicre adi verilen fotoreseptor hiicreleri 1518a
ve harekete duyarli yapidadir. Koni hiicreleri de parlak 1sikta gérmeyi saglayan
yapilardir. Koni ve ¢omak hiicreleri, yiiksek miktarda rodopsin ve iodopsin iceren
0zel katmanl disklere sahiptir. Foton bu komplekslere ¢arptigi zaman retinal 11-cis
formundan All-trans formuna doniisiir. Bunlar impulsun optik sinire iletilmesini
saglayan yolaklarin baslangi¢ reaksiyonlaridir. Bu molekiillere ‘vizuel pigmentler’ de
denir. Fotoreseptor hiicreleri 15181 algiladiktan sonra bir dizi reaksiyon sonucunda

sinyalin beyine iletilmesin ve goriintiiniin olusmasina yardimci olurlar (21).

A vitaminin bir diger 6nemli islevi hormon gibi etki gostermesidir. Retinoik
asit, retinoik asit reseptorlerine baglanarak DNA’nin spesifik niikleotid zincirleri ile
etkilesir. Bu etkilesim direkt olarak hiicresel gelisim ve hayatsal olaylar1 etkileyen
gen ekspresyonu ve transkripsiyonuyla iliskilidir. Ornegin, epitel hiicrelerin
biitlinliigiiniin korunmasi ve fonksiyonlarini gergeklestirebilmesi i¢in retinoik asit
olduk¢a 6nemlidir. Ayrica, kalp sagligi, akciger, goz ve kulak gelisiminde de retinoik
asitin varligma ihtiya¢ duyulmaktadir (22). A vitamini glikoprotein sentezinde de rol
oynamaktadir. Glikoprotein sentezi iletisim, tanima, adezyon ve agregasyon gibi
hiicresel islevler i¢in onem teskil etmektedir. Retinoidler cilt hastaliklarin akne ve
cilt kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilir. p—karotenin pro-oksidant
etkisi yaninda, A vitamini antioksidan olarak da kullanilir (20,22). A vitamininin
hasarli dokularin onarilmasina yardimct oldugu bilinmektedir ve bu nedenle serbest

radikal hasarma kars1 kullanilmasi da yararlh olabilir (1,22).
2.1.1.4. A Vitamini Eksikligi:

A vitamini eksikligi viicutta iki sekilde karsimiza ¢ikabilir. Birincisi, diyete
bagl eksikliktir. ikincisi ise safra asiti ya da pankreatik enzimlerin eksikliklerine

bagli olarak olusan malabsorpsiyon, protein malnutrisyonu, ¢inko eksikligi, karaciger



10

sorunlar1 ve abetaliproteinemi gibi emilim, depolama ve vitamininin tasmmasina

bagli ortaya ¢ikabilecek eksikliktir (22).

A vitamini bagigikligin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. A vitamini
eksikligi cildin, solunum yollarinin, gastrointestinal ve iirogenital kanallarin epitel
hiicrelerinde kuruluga ve keratinizasyona sebep olur. Tim bu sistemler
enfeksiyonlara kars1 birincil koruma sistemleridir (19). Ayrica, A vitamini eksikligi
notrofil gelisimini bozarak makrofajlardan salinan inflamatuar sitokinleri arttirir.
Natiirel killer hiicrelerin sayisini ve onlarm litik aktivitesini azaltir. Bu bozulmalar ve
degisiklikler viicudun enfeksiydz ajanlar1 ortadan kaldirma kabiliyetinde azalmaya
neden olur (2). Sonug¢ olarak, A vitamini eksikligi yaygmn goriilen toplumlarin
enfeksiyon prevelansi yiiksek olabilir (22). Klasik olarak, A vitamini eksikligi gece
korligii ve kseroftalmiyle iligkilidir. Yapilan son c¢alismalarla, bu eksiklik
tekrarlayan enfeksiyonlar ve kanser dahil olmak iizere gesitli saglik sorunlari ile
iliskilendirilmistir (20,23). Diinya Saglik Orgiitii, diisiik sosyoekonomik diizeye
sahip topluluklarda yiiksek prevelansli A vitamini eksikliginin ciddi bir halk sagligi
sorunu oldugunu diisiinmektedir (23). Buna gore, diinya ¢capmda okul 6ncesi ¢agdaki
cocuklarin yaklasik yiizde ellisi ile gebe kadmlar risk grubunu olusturmaktadir. Okul
oncesi ¢agdaki cocuklar ve gebe kadmlar arasinda global vitamin A eksikligi (<0,7
umol/L serum retinol konsantrasyonu) tahminleri, 1995 ve 2005 yillar1 arasinda
sirastyla 190 milyon ve 19,1 milyon olarak tespit edilmistir. A vitamini eksikligi olan
hastalarm ¢ogu, kronik yetersiz beslenmeye bagli komplikasyonlardan muzdariptirler
(23).

2.1.1.5. A Vitamini Toksisitesi:

Yiiksek miktarda A vitamini tliketilmesi karaciger hasari, kemik
anormallikleri, eklem agrisi, alopesi, kusma ve cilt deskuamasyonu gibi toksik
semptomlarla sonuglanabilir. Hipervitaminoz A (deride dermatit-kuruma ve
kizariklik, uzun kemiklerin dekalsifikasyonu ve hassasiyeti, kilo kaybi, sag
dokiilmesi, karaciger biliylimesi, artmis kafa i¢i basincina bagh eklem agrilari,
sinirlilik), A vitamininin ve retioidin anormal tasimmasi1 ve dagilimmdan

kaynaklanmaktadir. Hipervitaminoz A’nin akut ve kronik olmak {izere iki tip vardir.
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Akut hipervitaminoz A kisa bir siirede ¢ok miktarda A vitamini tiiketmekten; kronik
hipervitaminoz A ise uzun bir slire¢ sonucunda viicutta A vitamini birikmesinden
kaynaklanir. Akut hipervitaminoz bebeklerde fontanel kabariklik, cocuklarda ve
yetigkinlerde bas agrisi ve kusma ile tiim yas gruplarinda sinirlilik gibi gegici
semptomlara sebep olabilir. Kronik hipervitaminoz A durumunda, ozellikle
kemiklerin epifiz sonundaki kikirdak biiylimesinde yavaslama olur ve epifiz yarig:
erken kapanir. Osteoklast aktivitesinin kuvvetle uyarilmis olmasi sonucu olarak

biitiin iskelet sisteminde kendiliginden kirilmaya egilim goze ¢arpar (18,20).
2.1.2. D Vitamini

Vitamin D, mayada ve mantarlarda ergosterolden (provitamin D;) UV 1sik
etkisiyle tiiremis ergokalsiferol (Vitamin D;) ile hayvanlarda deri altindaki yag
dokusunda 7-dehidrokolesterolden (provitamin D3) UV 1sik etkisiyle tiiremis
kolekalsiferoliin (Vitamin D3) ortak adidir (1,2).

Vitamin D, renksiz ve kokusuz, suda ¢oziinmemekle birlikte, lipitlerde ve
organik ¢oziiclilerde ¢ozlinebilir 6zelliktedir. Ayrica, 1siya ve havadaki oksijene kars1
duyarl degildir. Kimyasal yapis1 steroid hormonlara benzediginden ve bir dokuda
sentezlenip hedef dokuya etki etmesi i¢in dolagima salindigindan, hormon olarak da
smiflandirilmaktadir (2,3,24). D vitamininin organizmada en ¢ok bulunan formu 25-
hidroksivitamin D (ve tiirevleri) iken, aktif formu 1,25-dihidroksivitamin Dg'tiir
(Sekil 2.3).

Tarihsel olarak, D vitamini ¢ocuklarda rasitizm, eriskinlerde osteomalazi ile
iliskilidir (25). Kemik kiriklar1 ve gesitli klinik bulgular da diisiik Vitamin D seviyesi
ile iligkilendirilebilir (26,27). Son yirmi yilda, D vitamininin biyolojik rollerine
odaklanan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (24,25,27). Kanda D vitaminin optimum
seviyesi kemik, deri, kardiyovaskiiler ve immiin sistemlerin genel saglig: ile iliskili
bulunmustur (3). Buna ek olarak, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve HIV hastalarinda
diigiik D vitamini diizeyleri gozlenmistir (28). Diisiikk D vitamini diizeyinin meme
kanseri gelisimini de etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (29). D vitamininin aktif
formu (1,25-(OH);D) ve vitamin D reseptorleri (VDR'ler) meme hiicresi gelisimi ve

farklilagmas1 iizerinde diizenleyici bir etkiye sahiptir (29,30). Ayrica, 1,25-
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(OH);D’nin meme kanseri hiicresi apopitozu uyaran TNF-o ekspresyonunda rol

oynadig1 gorilmiistiir (31,32).

D vitamini eksikligi birgok iilkede halk sagligi sorunu haline gelmistir (33).
Onceleri bu eksikligin sadece giinesli iklime sahip olmayan iilkelerde yaygm oldugu
diistiniilse de, daha sonraki arastirmalar diinya genelinde oldugu hatta bazi iilkelerde
ve bazi cografi bolgelerde daha yiiksek prevalansla ortaya ¢iktigini gostermistir.
Ornegin, iilkemiz tiim yil boyunca giines goren bir kusakta yer almasma ragmen,

yapilan bir¢ok arastirmada D vitamini eksikligi veya yetersizligi saptanmaktadir (34).

25-OHD3

C3 epimer of 25-OHD3 1,25-dihydroxyvitamin D3

Sekil 2.3. D vitamini metabolitlerinin kimyasal sekilleri
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2.1.2.1. D Vitamini Kaynaklari:

Vitamin D genellikle dogal kaynaklardan alinir. Ekmek, kahvaltilik gevrek,
margarin, siit, yogurt gibi gidalarla da takviye edilebilir. Morina karacigeri yagi, kedi
baligi, yilan baligi, uskumru, somon, sardalye, ton balig1 ve mantarlar1 dogal D
vitamini kaynaklarmdandir. Vitamin D, D vitaminin bitki kokenli formudur; ergot
ve mayada bulunan ergosteroliin UV 15181 ile etkilesmesi sonucu olusur (35). Elde
edilen ergosterol provitamin olarak adlandirilir. D3 vitamini ise yalnizca hayvansal
kaynaklardan, provitaminin UV 1sig1yla etkilesmesi sonucu elde edilir. Yas

gruplarina gore giinliilk D vitamini ihtiyac1 Tablo 2.2°de gosterilmistir (1).

Tablo 2.2. D vitamini i¢in yas gruplarina gére tahmini giinliik ortalama gereksinim
miktarlar1

Ortalama Gereksinim

Yas Grubu Yas (mg/giin)
0-6 ay 5
6-12 ay 5
Bebekler ve ¢ocuklar 1-3 yil 5
4-6 y1l 5
7-9 yil 5
Ergenler 10-18 y1l 5
Yetiskinler 19-50 y1l 5
Daha yasl yetiskinler 51-65 yil 10
Yash yetiskinler 65+ yil 15
Hamile kadinlar - 5
Emziren kadinlar - 5

2.1.2.2. D Vitamini Metabolizmast:

Vitamin D’nin ergokalsiferol (Vitamin D;) ve kolekalsiferol (Vitamin Dj3)
olmak iizere iki ana formu bulunmaktadir (1,2). Vitamin Dy UV 15181 ile etkilesmis
bitkisel kaynaklardan ya da diyetsel takviyelerden elde edilir. Hayvansal gidalardan
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elde edilen D3 vitamininin miktar1 olduk¢a azdir. Bu vitaminin en biiyiikk kaynagi
giines 1518mma maruz kalma ile gergeklestirilen endojen sentezdir (36). Endojen
sentezi cilt rengi, giines 151¢1na maruz kalinan periyod ve mevsime gore degisiklik
gosterir (4,36,37). 7-dehidrokolesterol (provitamin Ds), ince bagirsakta diyetsel
kolesterolden mukozal dehidrojenaz enzimi varliginda olusur (38). Derinin malpighi
tabakasida pre-Vitamin D3 olusturmak i¢in pro-Vitamin D3’tin C9-C10 baglari, UV
151¢1n 280 ile 315 nm dalga boylar1 arasinda endojen D vitamini sentezlemek igin
kirilir. Diyetsel kaynaklarin aksine, UV 15181 ile elde edilen D vitamini toksisiteye
sebep olmaz, ¢linkii pre-Vitamin D3 iin fazlasi lumisterol ve tasisterole dontistiiriiliir
(39). Bu reversibl bir prosestir. Bu asamadan sonra pre-Vitamin D3, Vitamin Ds’e

spontane bir sekilde izomerize olur (38,40).

D vitamini sentezlendikten sonra, D vitamini baglayici proteine (DBP)
baglanarak kan dolasimiyla karacigere ulasir (38-40). (Sekil 2.4) Karacigerde D
vitamini, Kkalsidiol olarak da bilinen 25-hidroksivitamin D’ye (25-OHD3) bir dizi
sitokrom P450 enzimi, 6zellikle CYP27A ve CYP2RI1, tarafindan metabolize edilir
(40). 25-OH D3 daha sonra tekrar hidroksillenmek {izere kan yoluyla bobrege taginir.
Bobreklerdeki CYP27B1 (25-hidroksivitamin D-1a-hidroksilaz) kalsitiolii, kalsitriol
olarak da adlandirilan biyolojik aktif metabolit 1,25-dihidroksivitamin D’ye (1,25-
(OH);D) dontstirir (41). Ayrica, CYP24Al (25-OHD-24-hidroksilaz) enzim
aktivitesi ile bobreklerde 24,25-dihidroksivitamin (24,25-(OH);D) olusturulabilir
(42). (Sekil 2.4)

1,25-(OH),D, vitamin D reseptoriine (VDR) baglanarak birgok biyolojik
yolakta gorev alir (42). Kandaki konsantrasyonu 25-OH Dj3’ye gore diisiik olmasina
ragmen, intestinal kalsiyum absorpsiyonu, hiicre farklilagmasi, insiilin sekresyonu
gibi metabolik olaylar1 stimule eder. 1,25-(OH); D’nin VDR baglanmasi bagirsak
hiicrelerinde ve osteoblastogenezde kalsiyum emilimi i¢in olduk¢a onemlidir (43).
1,25-(OH), D, preosteoklastlarin osteoklastlara maturasyonunu indiikler. Bu da kanla
kemik arasindaki kalsiyum ve fosfor dengesinin saglanmasinda rol oynar (41).
Ayrica, 1,25-(OH); D bazi hiicrelerde VDR'ye baglanarak, yolagin yukari akigini
saglayarak protein sentezinin gen ekspresyonunu (osteokalsin ve 24-hidroksilaz);

asag1 akismi saglayarak inflamatuar markerlarin (IL-2 ve IL-12 gibi) etkilerini
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diizenler (42). 1,25-(OH), D bobreklerde paratiroid hormonun (PTH) stimule olmasi
ile sentezlenmesine ragmen, paratiroid bezinin hormonal iiretiminin ve sekresyonun

azalmasina sebep olur (39,42).

1,25-(OH),; D’nin kandaki diizeyi arttiginda, tiretimini azaltmak ve 1,25-
(OH), D'yi inaktif formu olan kalsitroik asite doniistiirmek i¢in negatif feedback ile
CYP24A1 sentezini arttirilir. Daha sonra suda ¢dziinebilen kalsitroik asit safraya
gelerek burada elimine edilir (41). Serum fosfor, kalsiyum ve fibrolast biiyiime
faktorii 23 gibi birgok faktoriin bobreklerde 1,25-(OH), D sentezi lizerinde negatif
ve pozitif etkisi bulunmaktadir (44).

Cilt Ince barsaklar
. UV isik Ist . T o
7-dehidrokolesterol Ao E ] Pre-vD3 Tomerizasyonu Besin/gida ile Vitamin D destegi
Absorbsiyon
Takisterol VD3

Lumisterol

Karaciger

25-Hidroksilasyon
ornegin CYP27A veya CYP2R1

CYP24A1
Bobrek ve bazi hiicreler |

—— 1,24,25-(0H)3D3

L 1,23,25(0H)3D3

25-0HD3 <

Kalsitroik Asit
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25-0HD3

CYP24A1 VDR l CYP24A1
24,25-(0H)2D3 aktivasyonu 1,23,25-(0H)3D3
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Vitamin D nin biyolojik aktiviteleri

Ince PTH Bdbrek immiinite
barsaklar

Sekil 2.4. Vitamin D metabolizmasi
Deride 7-dehidrokolesterol, giines ultraviyole Beta 1sinlarinin etkisi ile pre-Vitamin Ds

donistr. Pre-Vitamin D3 de Vitamin D; (VDs3)’e izomerize olur. Pre-vitamin Ds'lin fazlasi
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hipervitaminozu Onlemek i¢in lumisterol ve tasisterole dondstiiriiliir. VD3, karacigerde
sitokrom P450 enzimleri (6rn, CYP27A ve CYP2R1) ile hidroksile edilir ve 25-
hidroksivitamin D3 (25-OHD3)’e doniistiiriiliir. 25-OHD; D3'lin inaktif seklidir ve depolanma
formudur. 25-OHD; bobreklerde CYP27B1 araciligiyla tekrar hidroksillenerek D3’iin aktif
formu olan 1,25-dihidroksi vitamin D (1,25-(OH),D)’ye doniistiiriir. D3’iin birgok biyolojik
aktivitesi 1,25-(OH), D’nin vitamin D reseptdrlerine baglanmasi ile saglanir. 1,25- (OH), D3
diizeyi, kalsitroik asit ve 1,23,25- (OH); D3 gibi diger metabolitlerine doniisimiyle regiile
edilebilir. Vitamin D,*de benzer sekilde metabolize olur (44,45).

2.1.2.3. D Vitaminin Fonksiyonlari:

D vitamini parathormon ve kalsitonin ile birlikte viicut sivilar1 ve dokular
arasindaki kalsiyum ve fosfor homeostazisini saglar (44). Kalsitriol reseptor
kompleksi, bagirsakta kalsiyum emilimini arttiran kalsitriol ve sitosolik reseptorlerin
birlesimiyle ile olusur. Kalsitriol reseptor kompleksi kalsiyum baglayici proteinlerin
sentezine saglar, bu da bagirsaga kalsiyum alimini arttirarak emilimini hizlandirir.
Kalsitriol kemiklerdeki mobiliteyi arttirarak plazmadaki kalsiyum ve fosfor diizeyini
de yiikseltir. Distal tiibiillerden kalsiyum iyonlarinin emilimini arttirirarak

eskresyonunu azaltir (45,47).

D vitamini takviyesinin, tip-2 diyabet hastalarinda glisemi ve insiilin
sekresyonunu lizerinde de iyilestirici etkisinden bahsedilmektedir (47). Vitamin D
kalsiyum ve fosfor homeostazisinde pivotal rol oynar. Plazma kalsiyum seviyesini
diizenleyerek insiiliin sentezi ve sekresyonunu regiile eder. Etkinligi pankreatik 3
hiicreleri ile direk etkileserek de gergeklestirebilir. Bir hormon olarak, mineral
metabolizmasinda ve kemik gelisiminde rol oynar. Kalsiyumun bagirsakta emilimini
kolaylastirmakla birlikte, magnezyum ve fosfor iyonlarinm emilimini stimule eder.
Bagirsak liimeninden epitel hiicrelere ve kana kalsiyum tagmmasmi saglayan

proteinlerin ekspresyonunu stimule eder (44).
2.1.2.4. D Vitamini Eksikligi:

Viicutta sentezlenmesine ragmen, D vitamini eksikligi ¢ok sik rastlanan bir

tablodur. D vitamininin yetersiz miktarlarda alinmasi hiperparatiroidiye neden olur
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(48). D vitamini eksikligi, bebeklerde ve yeterince giines 1s1ginma maruz kalmamig
cocuklarda ve eriskenlerde kemiklerin yetersiz kalsifikasyonu bagh rasitizme yol
acabilir (35,49,50). Baz1 vakalarda kalsiyum seviyesinin hizla diisiisii tetaniye sebep
olabilir. Baz1 arastirmacilara gore, grip ve soguk alginligi gibi hastaliklarin kis
mevsiminde daha sik goriilmesinin sebebi, kisin azalan giines 1s18ma bagh D
vitamini diizeyinin diismesidir (45). Diisiik D vitamini diizeyi semptomlar:1 arasinda
disik kemik mineral yogunlugu, kaslarda gerginlik ve sonucunda osteoporoz ve
kemik kirilmalar1 sayilabilir (48). Ayrica, D vitamini eksikligi oldugu durumlarda
kardiyovaskiiler hastalik riskinin arttigi belirtilmistir. Kronik bobrek yetmezligi
olgularinda D vitamini tedavisi ile erken donemde kardiyovaskiiler sisteme ait
mortalite riskinin azaldigi gézlenmistir (51). 1,25(OH), D’nin antineoplastik etkisi
meme, prostat gibi dokulari iceren birgok kotli huylu hastalikta bilinmektedir. D
vitamini diizeyi olmasi gerekenden diisiikk olanlarda kolon, prostat ve meme

kanserleri riski ve bu kanserlere baglh gelisen 6liim orani yiiksektir (52).
2.1.2.5. D Vitamini Toksisitesi:

D vitamini toksisitesi genellikle D vitaminin uygunsuz alimi sonucu ortaya
cikar. D vitamini replasman tedavisi alan malabsorbsiyon, renal osteodistrofi,
osteoporoz ya da sedef hastaligi olan ya da hizli fakat sagliksiz kilo kaybettiren fad
diyetleriyle birlikte mega doz suplementler kullanan hastalarda goriilebilir. Vitamin
D zehirlenmesinin, D vitaminini giinde 60 000 IU/giin 'den fazla alan yetiskinlerde
goriildigii kanitlanmustir (53). Vaka raporlari, D vitamini hipervitaminozunun siit
dahil olmak {izere bir¢cok gidada iiretim, formiilasyon ve regete hatalarmdan dolayi
ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (54,55). Akut zehirlenme belirtileri hiperkalsemiye bagli
olup, konflizyon, poliiiri, polidipsi, anoreksi, kusma ve kas gii¢siizliigii olarak ortaya
cikar. Kronik zehirlenme nefrokalsinoza, kemik demineralizasyonuna ve agriya
neden olabilir (54-57).

Karacigerde 25-(OH) Dsii inaktif metabolitlerine  metabolize etme
kapasitesine sahip, hepatik 25-hidroksilazin regiile ettigi bir feedback sistemi vardir.
Bu P450 sistemi ile gergeklestirilir ve alkol, barbitiiratlar ve fenitoin ile gii¢lendirilir.
D vitamini toksisitesi Onlemek icin D vitamini alimin1 kesmek yeterli ¢oziim

degildir. Clinkii karaciger D vitamini depolar. Cok miktarda D vitamini alindiginda,
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fazla D vitamini adipoz dokuda depolanir (56). Burada doygunluga ulasinca, D
vitamini serumda kalir ve 25 (OH) D3 toksik seviyeye ulasir (57).

2.1.3. E Vitamini

E vitamini, yagda ¢6ziinen bir antioksidan metabolit olmakla birlikte dnemli
bir diyet faktoriidiir (1). E vitamininin saglik agisindan 6nemi ¢ogunlukla antioksidan
ozellikleriyle iliskilendirilse de son yillarda yapilan caligmalar non-antioksidan
ozelliklerinin de 6nemini vurgulamistir (58-60). E vitamini, eritrositlerin normal
morfolojisi ve yaslanma siirecini yavaglatmak i¢in dnemlidir. Ciinkii hiicre yikiminda
yer alan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) elimine eder (61). Ayrica, trombosit
agregasyonlarini inhibe ederek aterosklerotik siire¢ ve kardiyovaskiiler hastaliklara
karst koruyucu bir rol oynar (62-64). Uygun E vitamini diizeyi artrit, katarakt,
norolojik ve immiinolojik hastaliklara karsi koruyucu bir rol oynayabilir (61,65). E
vitamininin, anti-oksidasyon, anti-proliferasyon ve anti-inflamasyon aktiviteleri
oldugu i¢in kansere karsi koruyucu etkisi oldugu diisiiniilmektedir. E vitamini
membran poliansature yag asitleri ve plazma lipiproteinlerini serbest radikal
ataklarindan korumak i¢in antioksidan rol oynar (66). Ayrica, dzellikle y-tokoferol
NO; detoksifikasyonun da 6nemli gorev alir (38). Bu vitamin, TNF, IL-1, IL-6 ve IL-
8'in sentezlerinde supresif aktiviteleri ile baglantilidir. Meme kanseri hiicre
dizilerinde, E vitamini belirgin apoptotik ve biiyiime engelleyici etkiler géstermistir
(67,68).

E vitamini tokoferol ve tokotrienoller olmak {iizere iki grupta olusur. Her
birinin kromanol halkasindaki metil gruplarmin pozisyonuna ve sayisina gore dort
izomeri (0, B, y Ve o) vardir. y-tokoferol diyetle en ¢ok alinan form olmasina ragmen,
insanlarda ve hayvanlarda birgok biyolojik aktivitede yer alan ve kan dolagimindaki
baskin formu a -tokoferoldur (38,69). (Sekil 2.5)

Cogu besin kaynagi E vitamini i¢erdiginden, E vitamini eksikligi insanlarda
nadir goriiliir. Eksikligin kistik fibroz, kronik hepatit ve gastrointestinal bozukluklar
gibi genetik veya malabsorpsiyon bozukluklarina bagli olma olasilig1 daha yiiksektir
(38,65). Buna ragmen, epidemiyolojik olarak E vitamini eksikligi, gelismekte olan

tilkelerde yetersiz vitamin alimi, sitma ve AIDS gibi oksidatif stres siiregleri ile ilgili
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bulasici  hastaliklarin  yiiksek prevalanst nedeniyle, sanayilesmis ilkelerde

oldugundan daha yaygindir (65).
2.1.3.1. E Vitamininin Kaynaklan:

E vitamini, 1spanak gibi yesil yaprakli sebzeler, salgam, domates iiriinleri,
balkabagi, tatli patates, mavi yenge¢, kaya baligi, mango, kuskonmaz, brokoli,
papaya, aycicegi tohumu ve yagi ile ¢esitli tahillarda vardir. At ve sigir karacigerinde
yiliksek miktarda bulunurken; kalp, bobrek, plasenta, yumurta, hardal, salgam, pazi,
maydanoz, lahana, zeytin, dolma biber, briiksel lahanasi, kivi ve mavi meyvelerde az
miktarda bulunur. Ayrica balik yagi, multigrain kayisi, hardal ve kiimes hayvanlari,
pamuk tohumu yagi, soya fasulyesi ve findik, bitkisel yaglar, misir, kanola, susam,
yer fistigl, piring kepegi, palmiye yagir ve badem yagi gibi gidalarda da bulunur.
Baklagiller ve tam tahillar, mercimek, bugday, piring, kuzey fasulyesi, nohut, arpa ve

yulaf da A vitamini agisindan zengin besin kaynaklarindandir (1,2).

o—Tokoferol

Sekil 2.5. y-Tokoferol ve o—Tokoferolun kimyasal sekilleri
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2.1.3.2. E Vitamininin Metabolizmasi:

E vitamini insanlarda ince bagirsaktan emilir (71). E vitaminin intestinal
emiliminin ger¢eklesmesi i¢in, safra ve pankreatik salgilar yardimiyla ¢dziiniir hale
gelip migel olusturmast gerekir. Sonug olarak enterositler, silomikronlarla entegre
olan migelleri absorbe eder ve lenf sistemine salgilar (38,62,69). Silomikronlar,
kolesterol, o -tokoferol ve y-tokoferol gibi farkli E vitamini tiirleri ile
zenginlestirilmistir (72). Dolasim sisteminde silomikronlar, beyin ve kas gibi bazi
hedef dokulara E vitamini tasimak i¢in lipoprotein lipaz tarafindan hidrolize edilir.
Silomikronlarin hidrolizi sonucu yapisinda hala E vitamini bulunduran silomikron

kalmtilar1 olusur (62).

E vitamini, hepatik a-tokoferol transfer proteininin (a-TTP) katalizinde, a -
tokoferoliin kan dolasimina yeniden salgilanmasiyla karacigere tasmir. Bu protein,
kandaki o -tokoferol Kkonsantrasyonunun diizenlenmesini saglar. Bu nedenle E

vitamini eksikligi a-TTP gen defektleri ile iliskilidir (38, 69).

Kandaki a -tokoferol, hedef dokulara cok diisiikk dansiteli lipoprotein
(VLDL) ve diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL'ler) gibi lipoproteinler ile transfer
edilir (73). (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6. E vitamini metabolizmasi

Diyetsel vitamin E ( genellikle a -tokoferol ve y-tokoferol ) intestinal enterositler tarafindan
emilir. Enterositlerde a -tokoferol , y-tokoferol ve E vitamininin diger formlar1 silomikronlar
olarak paketlenir ve lenfatik sisteme salgilanir. Kan dolasiminda silomikronlar hidrolize
olarak silomikron kalintilarina doniisiir. Hem a -tokoferol hem de y-tokoferol karacigere
taginmalarina ragmen, o—tokoferole spesifik bir hepatik a -tokoferol transfer proteini oldugu
icin, yalnizca a-tokoferol tekrar kan dolasimina salgilamr. Kandaki o —tokoferol hedef
dokulara VLDL ve LDL araciligiyla taginir (72).

2.1.3.3. E Vitaminin Fonksiyonlari:

E vitamini antioksidan 6zelligi sayesinde viicut hiicrelerini, unsature yaglarin
okside olmasi ve bozulmasiyla olusan ve oldukca yikici etkileri olan serbest

radikallere kars1 korur. Sigara icmek ve yliksek miktarda UV 1smnma maruz kalmak,
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viicutta serbest radikallerin olusumunu tetikler (1-3). Tokoferol, antioksidan
ozelligiyle serbest radikalleri yakalayarak, serbest radikal zincir reaksiyonlarini
durdurur. E vitamini antioksidan 06zelligini yapisindaki serbest hidroksil grubu
sayesinde kazanir. Hidroksil grubundaki hidrojeni serbest radikale vererek, vitaminin
daha stabil bir formunu olusturur. Bir ndroprotektor olarak rol oynayan E vitamini,
kaslarda protein sentezi, C vitamini oksidasyonunu engelleme, A vitamini stabilize
etme gibi olaylari regiile ederek hiicresel metabolizmaya katki saglar (61). E vitamini
ve C vitamininin kombinasyonu Alzheimer hastaliginda profilaktik bir 6nlem olarak
kullanilir (74). Ayrica kirmizi kan hiicrelerinin korunmasinda, yaglarin ve amino
asitlerin stabilizasyonunda ve niikleik asitlerin ve steroidlerin metabolizmasinda

onem teskil etmektedir (73).
2.1.3.4. E Vitamini Eksikligi:

E vitamini eksikligi kalp hastaliklari, anjina, kanser, multipl skleroz, kas
gligstizligli, diyabet, solunum yolu enfeksiyonlari, Alzheimer ve Parkinson gibi
norolojik problemler, sinir iletim bozukluklari, katarakt, amfizem, yiiksek kolesterol,
infertilite, erektil disfonksiyon, genital herpes, yatak yaralari, bacak kramplari, kas
agrisi, flebit, menopoz rahatsizliklari, HIV, osteoartrit, lupus, romatoid artrit gibi
kronik inflamatuar hastaliklar ve bebeklerde diisiik dogum agirhigi gibi saglhk
problemlerine neden olur. E vitamini eksikligi ayrica retina dejenerasyonuna bagli
korliik ile betalipoproteinemi olarak bilinen yag metabolizmasi bozukluguna sebep

olur (63,73,75-77).
2.1.3.5. E Vitamini Toksisitesi:

Yiksek dozlarda alimi bulanti, kusma ve ishale neden olur. K vitamini
eksikligi olan bireyler tokoferol almamahdir (72). E vitamini yiiksek dozda
hemorajiye neden olabilir. E vitamini bazi insanlarda ciltte irritasyona sebep olabilir.
Bulanti, bas agris1 ve bulanik gérme yiiksek diizey E vitamini alimmin olas1 diger
yan etkileridir. Yapilan ¢alismalar, glinde 400 IU'den fazla doz alan insanlarda 6liim

riskini artirdigini ortaya koymaktadir (72,73).
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2.2. YAGDA COZUNEN VIiTAMINLERIN BiRBiRiYLE
ETKILESIMLERI

Insanlar ve hayvanlarda yapilan ¢alismalarda A vitamininin D vitamini
fonksiyonlar1 iizerinde interfere edici etkisi oldugu gozlemlenmistir (7,78). Ratlarda
yapilan bir ¢alismada ise, hipervitaminoz D’nin toksik etkisinin A vitamini
takviyesiyle azaldigi saptanmistir (7). Jenab ve ark. larinin yaptigi vaka kontrol
calismasina gore, retinol alimini diisiik olan kolorektal kanserli bireyler ile 25-

OHDs'tin kan diizeyleri arasinda ters orantili bir iliski oldugu bulunmustur (79).

D vitamini eksikligi (<50 nmol/L) ve yiiksek diizey retinol (>2,8 umol/L)
osteoporotik kirik olusma riski ile iliskilendirilmistir (80).

Yagda ¢oziinen vitaminlerin herhangi birinin eksikligi sonucunda disaridan
takviye edilmesinin, diger yagda ¢6ziinen vitaminlerin kandaki diizeyleri iizerinde
etkili oldugu diistiniilmektedir. D3 vitamini takviyesi (6 ay boyunca 800 1U/giin) tek
basina veya kalsiyumla (6 ay boyunca 2 g/giin) birlikte kullanildiginda kan 25-OHD3
diizeyini %48 oraninda artirrken, a-tokoferol diizeyini %14  azalttigi
gbzlemlenmistir. Serum 25-OHD3 diizeyi ise vitamin D3 takviyesi ile birlikte %48
oraninda azalmistir. Bununla birlikte, 85 birey iizerinde yapilan bir calismaya gore
D3 vitamini takviyesinin retinol diizeyi {izerinde sabit bir etkiye sahip olmadigi

gosterilmistir (81).

Yagda c¢oziinen vitaminler ince bagmrsakta farkli mekanizmalarla
emilmelerine ragmen, emilim etkinlikleri birbirleri tarafindan interfere edilebilir
(82). Goncalves ve ark.larmin yaptigi bir in-vitro hiicre hatti (Caco-2 TC72)
calismasina gore, E vitaminin A vitamini emilimini 6nemli 6lgiide arttirdigini, fakat
bununla birlikte D vitamini emilimini anlamli Sl¢iide azalttigini gézlemlenmistir.
Buna karsilik, hem A hem de D vitaminlerinin, E vitamini emilimi {izerinde olumsuz
etkileri saptanmistir. Ayrica, A vitamininin hem D vitamini hem de E alimimi 6nemli

oOlgtide azalttig1 bildirilmistir (82).
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Bagirsakta emilimi siiresince, E vitamininin antioksidan gorevi gorerek A
vitamini {izerinde koruyucu etkisi bulundugu ve A ve E vitamini birlikte

tiiketildiklerinde, A vitamininin E vitamini emilimi arttirdig1 varsayilmaktadir (82).

Rutinde genellikle A ve E vitaminleri birlikte Olgiiliyor olsa da, son
zamanlarda gen ekspresyonundaki regiilator rollerinden dolay1 A ve D vitaminlerinin
molekiiler diizeydeki etkilesimleri ile 1ilgili arastirmalar dikkat ¢ekici olmaya
baglamigtir (83). D vitamininin aktif formu D vitamini reseptorii (VDR) ile bir
kompleks meydana getirerek, gen ekspresyon islemini tetikleyen retinoid X reseptorii
(RXR) ile heterodimer olusturur. Ayrica, gen ekspresyonunun regiile edilmesi i¢in A
vitaminin aktif formunun da RXR ile heterodimer olusturmasi gerekmektedir. Tiroid
hormon reseptorleri dahil olmak iizere birka¢ niikleer reseptoriin de RXR ile
heterodimer olusturabildigi bilinmektedir. Yiikksek A vitamini dozu, D vitamini
reseptorii ve RXR arasinda heterodimer olusumunu azaltabilir. Yapilan bir in vitro
calismada, VDR ve RXR'nin heteromerik etkilesiminin 1,25-(OH) ,-D3'iin (D3
vitaminin aktif formu) varhigindan etkilendigi ve yiiksek konsantrasyonlardaki

retinoid tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (83).

2.3.YAGDA COZUNEN VITAMINLERIN KAN DUZEYLERININ
KANTITASYONU

Yagda ¢Ozilinen vitaminlerin 6l¢limii i¢in klinik laboratuvara yapilan talepler,
ozellikle D vitamini (25-OHD3), son on yilda 6nemli dl¢lide artmistir. Bu artis, yagda
coziinen vitaminlerin eksiklikleri ile iliskilendirilmis saglik problemleri ile ilgili
arastrma bulgularmdan kaynaklanmaktadir. Yagda ¢6zlinen vitaminlerin analizine
olan bu talep, 6zellikle D vitamini i¢in mevcut yagda ¢dzlinen vitaminlerin miktar
tayin yontemlerinin sinirliliklarmi ve yagda ¢oziinen vitaminlerin 6l¢iimiindeki sinirli

standardizasyon basarisini vurgulamaktadir (84).
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2.3.1. Zorluklan

Yagda ¢Oziinen vitaminlerin klinik laboratuvarlarda dogru ve kesin olarak es
zamanl 6l¢iimii oldukca zordur. Bu zorluk, yagda ¢6ziinen vitaminler molekiillerinin
ve metabolitlerinin yapisal 6zellikleri, referans materyallerin ulagilabilirligi, referans
Olcim  yontemleri  ve  referans  laboratuvarlardan  kaynaklanmaktadir.
Laboratuvarlarda ayni kantitasyon metotlar1 kullanilmasina ragmen elde edilen

sonuglarda ciddi farkliliklar saptanmustir (84-86).

Sonug olarak, saglikli bir birey i¢in Onerilen vitamin ve metabolit diizeyi i¢in
ortak bir karara varilamamistir. Vitamin yetersizligi, eksiklik ve ciddi eksiklik
tanimlar1 bu nedenle belirsizligini korumaktadir. Kullanilan analitik tekniklerin,
yagda ¢Ozlinen vitaminlerin eksikligi ile iliskili patolojileri teshis etmek ve izlemek
icin yeterince dogru ve kesin olup olmadigi konusunda ¢ok fazla tartisma mevcuttur
(85,86).

2.3.1.1. Yagda Céziinen Vitaminlerin Ozellikleri:

Yagda ¢Oziinen vitaminlerin ve metabolitlerinin kimyasal ve fiziksel
ozellikleri klinik laboratuvarlardaki analitik Ol¢clim yontemlerinde karsilasilan
zorluklardandir. Yagda ¢Oziinen vitaminler kiiciik molekiillerdir (<500 Da). Her
birinin aktif ve inaktif metabolitleri bulunmaktadir. Yagda c¢oziinen vitaminlerin
kandaki konsantrasyonlar1 nispeten diisiik ve degiskendir. A ve E vitaminleri i¢in
umol/L diizeyindeyken D vitamini i¢in nmol/L diizeyindedir (87,88). Baska bir
zorluk da metabolitleri arasindaki konsantrasyon farkliliklaridir. Ornegin, kandaki
1,25-(OH),D; diizeyi, 25-OHD3 diizeyinden 1000 kat diisiiktiir. Sonug olarak, bu
metabolitlerin tayininde kullanilan ydntemlerin secici ve hassas olmasi dogru ve
kesin &l¢iim yapilabilmesi i¢in olduk¢a onemlidir. Ilgili bir diger problem, bu
metabolitlerin ¢ogunun hidrofobik molekiiller olmasi ve kanda nispeten biiyiik
proteinlerle baglanarak tasmmasidir (6rnegin, VDBP yaklasik 50 kDa'dir). Bu
nedenle, vitamin Ol¢iimiinden Once vitaminin baglayic1 proteininden ayrilmasi

gerekmektedir. Bu basamak, yontemin duyarliligina ve 6zgiilliigline 6nemli 6lgiide
etkide bulunabilmektedir (84,89).
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2.3.1.2. Stabilite:

Yagda ¢0zlinen vitaminlerin kandaki stabilitesi, 6zellikle A vitamini (retinol)
ve E vitamini (a-tokoferol), ile ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Numune
saklanmas1 ve tasmmasi gibi ¢esitli faktorlerin vitamin stabilitesini etkiledigi bilinse
de, stabiletiyi tam olarak nasil etkiledikleri agik degildir. Kan numunelerindeki yagda
¢Oziinen vitaminler, ozellikle retinol ve a -tokoferol, kararsiz analitler olarak kabul
edilmektedir. Sonug olarak, laboratuvarlarda numunenin toplanmasi, tagmmasi ve
saklanmasi ile ilgili 1s518a maruz kalma, sicaklik, saklama kosullar1 ve zaman gibi

faktorleri iceren 6zel bir protokol uygulanmaktadir (90-92).

Yagda ¢Oziinen vitaminlerin stabilitesi hakkindaki veriler sinirhidir ve bazi
calismalarin sonuglar1 birbiriyle celismektedir. Ornegin, bir ¢alisma oda sicakliginda
retinol ve a-tokoferol diizeylerinin tam kandaki degisikliklerin 72 saat boyunca
sirastyla %-9,8 ve %-1,0 oldugunu gosterilmistir (93). Baska bir ¢alismada ise, 1
hafta sonra oda sicakliginda retinol ve a-tokoferol diizeylerinin tam kanda meydana
gelen degisikliklerin sirasiyla %1,8 ve %4,8 oldugunu bildirmistir (92). Yagda
¢oziinen vitaminlerin stabilite verilerinin smirliligi nedeniyle, her bir klinik
laboratuvarin 6rnek toplama, analiz ve saklama kosullar1 ile ilgili ayr1 prosediirii

bulunmaktadir. Bu da klinik laboratuvarlarim sonuglarinda varyasyona neden

olmaktadir (92,93).
2.3.1.3. Standardizasyon:

Laboratuvarlarda Yagda ¢oziinen vitaminler dahil olmak {izere metabolit
analizinin standardizasyonu klinik kararlar ve saglik hizmetlerinin iyilestirilmesi i¢in
onemli hale gelmistir. Hasta Orneklerinden elde edilen giincel analitik sonuclarin,
hastalarin varsa dnceki sonuclariyla karsilastirilmasi, teshis veya tedavi i¢in verilen

klinik kararlar i¢in 6nemlidir. Pratikte, ayn1 hasta numunesi i¢in ayn1 6l¢iim teknigini

kullanarak elde edilen sonuglar arasinda bile farkliliklar vardir (65,86).

Yontemlerin standardize edilememesinden kaynakli sonuglar arasindaki bu
Ol¢tim farkliliklar1 yalnizea giinliik hasta bakiminda degil, popiilasyon bazli vitamin

eksikliklerinin degerlendirmesinde ve referans aralik belirlenmesi ile ilgili yapilan
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caligmalarda da karsimiza ¢ikmaktadir (94). EK olarak, standardizasyondaki bu
basarisizlik, farkli cografi bolgelerde ve / veya farkli zamanlarda yapilan ¢aligsmalarin
sonuglarinin yanlis yorumlanmasina veya ortaya c¢eliskili sonuglar ¢ikmasina neden
olabilir. Bu nedenle standardizasyon, zaman, lokasyon veya 6lgiim yontemi ne olursa

olsun analitik sonuglarin degerlendirilmesine 6nemli dlgiide yardimci olacaktir (95) .

Bir analit Ol¢iimiiniin standardizasyonu referans Ol¢iim prosediirii (RMP)
(referans metodu), referans materyalleri, referans laboratuvarlari, referans araliklari
ve dis kalite programlar1 olmak iizere bes ana temele dayanmaktadir. RMP, referans
materyale primer kalibratdor (saf analit) veya sekonder kalibrator (insan
orneklerindeki analit) olarak deger vermek ve sertifikalandirmak i¢in kullanilan

prosediirdiir (94).

Endiistriyel baglamda, bu sertifikali referans materyali ticari bir kalibrator
olarak kullanilabilir. Klinik laboratuvarlar, insan 6rneklerindeki analitleri 6lgmek
icin onaylanmis ticari kalibratorleri kullanirlar. Sonu¢ olarak, rutin laboratuvar
testlerinden elde edilen analitik sonuglar sertifikali materyale gore degerlendirilebilir
(94,96). Bu konu ile bir takim g¢alismalar siirdiiriilmesine ragmen, yagda ¢oziinen

vitaminlerin 6l¢timiiniin standardizasyonu igin gerekli esaslar hala tamamlanmustir.

Mevcut ticari kontrol ve kalibrator 6rneklerinde kullanilan matrikslerin nasil
hazirlandigma dair bilgiler {reticiler tarafindan kullanicilara tam olarak
verilmemekte, dolayisiyla kullanilan kontrol ve kalibratorlerin gilivenilirligi de hala

bir tartigma konusu olarak karsimizda durmaktadir (97-103).

2.4. YAGDA COZUNEN VITAMINLERIN OLCUMU iCiN
KULLANILAN YONTEMLER

Giliniimiizde, yagda ¢Ozlinen vitaminlerin tayini i¢in en ¢ok kullanilan
yontemler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve immiinoassaydir
(104-107). HPLC ve Likit Kromatografi Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) daha
dogru sonuglar vermesine ragmen, klinik laboratuvarlarda D vitamini 6l¢limii i¢in en

sik kullanilan yontem farkl: iireticiler tarafindan gelistirilmis otomatik immiinoassay
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sistemleridir (85). Otomasyon sistemleri yiiksek verimlilik, hizli analiz siiresi ve
kolay kullanim ve onarim ozelliklerine sahiptir. Fakat birgok otomatik immiinoassay
sisteminde dogruluk ve prezisyon ile ilgili problemler oldugu bildirilmistir (108).
Ayrica, ¢ogu immiinoassay Sistemi 25-OHD, ve 25-OHDj3 konsantrasyonlarini ayri
ayr1 tayin edememektedir (84). Bu problem serum matriksinde kii¢iik molekiilleri
(vitamin gibi) daha biiylik molekiillere (vitamin baglayici proteinler) baglayan
antibodilerin diisiik secicilik ve hassasiyetinden kaynaklanmaktadir. HPLC, yagda
¢oziinen vitaminlerin tayini i¢in kullanilabilmesine ragmen, ayni anda elue olan
vitaminleri HPLC ile es zamanli 6lgmek miimkiin degildir. Likit Kromatografi Kiitle
Spektrometre ise tiim bu vitaminleri es zamanli olarak yiiksek segicilik ve

hassasiyetle 6lgebilmektedir (106).
2.4.1. Likit Kromatografi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

S1vi Kromatografi Kiitle Spektrometresi 1990'larin sonlarinda ortaya ¢ikan bir
kromatografik analiz teknolojisidir. Son zamanlarda, klinik laboratuvarlarda sikg¢a

kullanilan immiinoassay gibi yontemlere rakip olarak diisiiniilmektedir (84).

LC-MS/MS sistemi, analitleri fiziksel 06zelliklerine gore aymran sivi
kromatografi (LC) ile metabolit selektivitesine sahip kiitle detektoriiniin (MS)
birlesmesiyle olusur. Giiniimiizde klinik laboratuvarlar, ilag analizleri, yeni dogan
tarama, endokrinoloji ve metabolizma gibi testler igin LC-MS/MS sistemini

kullanmaya baslamislardir (104).

Sivi kromatografi- Kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), dortlii kuadrapol
spektrometre sistemini kullanir (105). Pratikte, LC’de 6rnek matriksinden ayrilan
analitler, MS detektoriine ulasmadan once iyonize edilerek yiiklii molekiiller haline
getirili. MS  detektoriiniin - birinci  kuadrapoliinde (Q1), yiikli molekiiller
(prekiirsor/parent iyon) kiitle-yiik oranina (m/z orani) gore tayin edilirler. Prekiirsor
iyonlar, kolizyon hiicresinde (Q2) azot gazi ve kolizyon enerjisi ile pargalanirlar.
Pargalanan iyonlar (product iyonlar) ikinci kuadrapolde (Q3) tayin edilirler. LC-
MS/MS’in  yiiksek segicilik ve hassasiyete sahip olmasi; hedef analitin

konsantrasyonuyla dogru orantili olan prekiirsér iyonun product iyona gegis
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konsantrasyonunu ¢ok hassas bir sekilde 6lgebilmesinden kaynaklanmaktadir (104).

(Sekil 2.7)

Gelisen teknolojiyle birlikte, LC-MS/MS ile yagda ¢oziinen vitaminleri hasta
orneginden yiiksek hassasiyet ve segicilikle 6lgmek miimkiindiir. Bu, hasta yonetimi
ve sonuglarinda bir iyilesme saglamanin yani sira, kan vitamin diizeyleri arasindaki
iligkileri anlama konusunda daha fazla firsat saglamaktadir. LC-MS/MS sisteminin
bir¢ok avantaji olmasina ragmen, LC’de iyonlarin birbirinden ayrilmasinda mobil faz
(kompozisyon, akis hizi, gradient/izokratik mod vb.) ve kolon (kolonun tiirii, ¢api,
sicaklig1 ve basinct vb.) se¢imi gibi bircok parametrenin ¢alismaya gore standardize
edilmesi gerekmektedir (104,105). Ayrica, kuadrapollere ve kolizyon hiicresine
uygulanan voltaj MS analizini etkileyen degiskenlerdendir. Sonug olarak efektif bir
calisgma yapabilmek igin bu parametrelerin her analit i¢in optimize edilmesi
gerekmektedir (106).
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Kutle Spektometrelerinin Temel Unsurlari

I
I
Pompa Sistemi |
l

lyon Kaynagi '(ijtle analizorii
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| *Sivi
:ﬂ> *Gaz
*Kat

Ayristirma
*HPLC
*GC

*CE

Ekstraksiyon-Derivatizasyon

———_——_—————_——

Sekil 2.7. LC-MS/MS sisteminin sematik gdsterimi
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

25-Hydroxyvitamin D3 solution (Cerillant H-083)

Ds-25-Hydroxyvitamin D3 (26,26,26,27,27,27-D6) solution (Sigma-Aldrich
H-074)

Alpha tocopherol (Supelco 47783)

Retimol bioxtra, »= 99.0% (HPLC) activity: -3100 units/mg ( Sigma-Aldrich
95144)

Metanol HPLC grade (CH3OH) (Sigma-Aldrich)

Acetonitrile HPLC grade (C,H3N ) (Sigma-Aldrich)

Formic Acid 100 % (CH20,) (Sigma-Aldrich)

3.2. KULLANILAN ALET VE CiIHAZLAR

Likit Kromatografi —Kiitle Spektrometresi (Agilent Technologies 6420 Triple
Quadrapole LC-MS)
HPLC kolonu (Agilent Pursuit Phosphophenyl 3,0 uM x100x3,0 mm)

Otomatik pipetler (degisken hacimli, tek kanalli) ve pipet uglari, dereceli cam

silindirler ve muhtelif cam kaplar, ependorf, vial vb.

Hassas terazi (Ohaus Adventurer Pro)

Vorteks (Niive NM10)

Santrifiij (Niive NF200 ) ve Ependorf Santrifiijii (Hettich Zentrifugen Mikro
120)

Ultrasonik Banyo (Bandelin Sonorex)

Buzdolaplar1 (Argelik), Derin dondurucu (Sanyo)

Distile su cihaz1 (Merck Millipore)
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan LC-MS/MS cihazi

3.3.LIKIT KROMATOGRAFI iCiIN GEREKEN COZELTIiLERIN
HAZIRLANMASI

3.3.1. Mobil Fazlar

Ters-faz likit kromatografi sisteminin temel ¢aligma prensiplerinden biri de
iki adet mobil faz kullanilmasidir. Mobil faz A (H,0+%0,1 formik asit) ve Mobil faz

B (Metanol+%0,1 formik asit) haftalik olarak 1 litre hacminde hazirlanmistir.

Mobil Faz A; distile su i¢ine iyonizasyonu arttirmak igin eklenmis %0,1
formik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir. 500 mL’lik meziir igine, 499 mL distile su ve
1 mL formik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Ultrasonik banyoda bir dakika boyunca
karistirildiktan sonra, 1 L’lik cam mobil faz sisesine aktarilarak, tizerine 500 mL

distile su daha eklenmistir. Ultrasonik banyoda 5 dk. boyunca karistirilmistir.

Mobil Faz B; metanol i¢cine iyonizasyonu arttirmak icin eklenmis %0,1
formik asit ¢ozeltisinden olugmaktadir. 500 mL’lik meziir i¢ine, 499 mL metanol ve

1 mL formik asit ¢oOzeltisi eklenmistir. Ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
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karistirildiktan sonra 1 L’lik cam mobil faz sisesine aktarilarak, tizerine 500 mL

metanol su daha eklenmistir. Ultrasonik banyoda 5 dk. boyunca karistirilmastir.
3.3.2.HPLC Kolonu Yikama Soliisyonu:

Her ¢alisma sonunda HPLC kolonu 0,3 mL/dk akis hizinda 30 dk. boyunca,
Asetonitril: H,0 (65:35) (v:v) ¢ozeltisi ile yikanmistir. Asetonitril: H20 (65:35) (v:v)
¢ozeltisi haftalik olarak, 1L hacminde 650 ml asetonitril iizerine 350 mL H0 eklenip
ultasonik banyoda 5 dk. boyunca karistirilmasi ile hazirlanmistir.

3.4.CALISMA iICIN GEREKLI KiIMYASAL VE REAKTIiFLERIN
HAZIRLANMASI

3.4.1.Coktiirme Reaktifi

Ornek hazirlama asamasinda protein presipitasyonu (PP) metodu

uygulanmistir. Coktiirme reaktifi olarak metanol kullanilmistir.
3.4.2. 25-Hydroxyvitamin D3 Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

ImL hacmindeki metanolde ¢6ziinmiis 100 pg/mL konsantrasyonundaki stok
¢ozeltisi, 100pL olarak ependorflara porsiyonlanmistir. Porsiyonlar, 1siktan korumak
amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmis ve c¢alisma giiniine kadar -30°C de

saklanmustir.

3.4.3. Dg-25-Hydroxyvitamin D3 (26,26,26,27,27,27-D6) Internal

Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

ImL hacmindeki 50 pg/mL konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiden 20uL alinip
hacim 10 mL’ye metanol ile tamamlanarak 1000 ng/mL stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
(Cozelti, 1s1ktan korumak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmis ve ¢aligma giiniine

kadar -30°C’de saklanmustir.
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3.4.4. Alpha Tocopherol Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,950 g/mL konsantrasyonundaki ana stok c¢ozelti metanol iginde 1:100
oraninda diliie edilmistir. Elde edilen ¢6zeltinin konsantrasyonu 9,5 mg/mL’dir.
Cozelti, 1s1ktan korumak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmis ve ¢aligma giiniine

kadar -30°C de saklanmustir.
3.4.5.Retinol Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.5 mg standart 1 mL metanol iginde ¢6ziinmiis ve 1,5 mg/mL
konsantrasyonundaki ana stok ¢ozelti elde edilmistir. Daha sonra yine metanol i¢inde
1:100 oraninda diliie edilerek 15 pg/mL konsantrasyonundaki ara stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Cozelti, 1siktan korumak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmis ve

calisma giliniine kadar -30°C’de saklanmustir.
3.4.6.Yagda Coziinen Vitamin Miks Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yagda ¢oziinen vitaminlerin miks ¢ozeltisi; 250 uL 100 pg/mL 25-OHD3, 1,5
mL Ds-25-Hydroxyvitamin D3 (26,26,26,27,27,27-Dg) internal standart, 174 uL 9,5
mg/mL alpha tocopherol, 1 mL 15 ug/mL retinol ¢ézeltilerinin karistirilip, hacmin 10
mL’ye metanol ile tamamlanmasi ile elde edilmistir. Miks ¢6zeltinin igindeki
vitaminlerin konsantrasyonlar1 sirasiyla 25-OHDs; — 250 ng/mL, Dg-25-
Hydroxyvitamin D3 — 150 ng/mL, Vitamin E — 150 pg/mL, Vitamin A — 150 pg/
dL’dir.

3.4.7. In-House Kalibrator Orneklerinin Hazirlanmasi

In-house kalibrator ornekleri stok miks ¢ozeltisinden diliisyon yontemi ile
metanol igerisinde 1 mL hacminde 7 seviye olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra
“Caligma Orneklerinin Hazirlamas1” bdliimiinde anlatilacak metoda gére hazirlanmis
ve Tablo 3.1°de verilen konsantrasyonlar elde edilmistir. Kalibratorler, isiktan
korumak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmis ve ¢aligma giiniine kadar -30°C’de

saklanmustir.
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Tablo 3.1. In-house kalibrator konsantrasyonlari

Seviye Vitamin A (pg/ dL)  Vitamin E ( pg/ 25-OHDj3 (ng/mL)
mL)

Seviye 1 3,0 3,0 50
Seviye 2 6,0 6,0 10,0
Seviye 3 12,0 12,0 20,0
Seviye 4 18,0 18,0 30,0
Seviye 5 30,0 30,0 50,0
Seviye 6 48,0 48,0 80,0
Seviye 7 90,0 90,0 150,0

3.4.8. Gerg¢eklik (Trueness) Cahsmasi icin Kullanilan Kalibrator

Orneklerinin Hazirlanmasi

In —house hazirlanmis kalibratér 6rneklerinden Seviye 5 in konsantrasyonu
Vitamin A, Vitamin E ve 25-OHD3 i¢in sirasiyla 30,0 pg/ dL, 30,0 pg/ mL, 50,0 ng/
mL kabul edilerek gergeklik caligmasi i¢in kullanilmistir.

3.5. CALISMA ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

Tim g¢alisma Ornekleri PP yontemi ile hazirlanmistir. Buna gore; ependorfa
once 200 pL serum Ornegi ardindan 300 pL. metanol eklenerek 1 dakika boyunca
vortekslenir. Uzerine 100 uL 1000 ng/mL konsantrasyonundaki internal standart
cozeltisi eklenerek ve 30 saniye vortekslenmenin ardindan 12000 rpm de 15 dakika
boyunca santrifiij edilir. 300 pL st faz insert yerlestirilmis viale alinarak LC-
MS/MS sistemine 10 pL hacminde enjekte edilir.

3.6. HPLC SARTLARI

En iyi ayrim ve en yiiksek intensiteye sahip pikleri elde etmek i¢in denemeler

yapilmig ve HPLC i¢in optimum sartlar belirlenmistir. (Tablo 3.2) Agilent Pursuit
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HPLC Kolon, Fosfofenil segiciligi, ters faz, 100x3,0mm partikiil biiytikligi 3,0 pm

olan analitik kolon kullanilmustir.

Tablo. 3.2.1. Optimum HPLC sartlar1

HPLC SARTLARI

Enjeksiyon hacmi 10 uL
Ornekleyici sicaklig1 4°C
Kolon akis hizi 0,5 mL/dk
Kolon firmi sicakligi 25 °C
Analiz siiresi 13 dk

Tablo. 3.2.2. Optimum HPLC sartlari, akis gradienti

HPLC SARTLARI

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 30 70
3 30 70
Akis gradienti
5 10 90
8 0 100
13 30 70

3.7. MS/MS SARTLARI

Calismada kullanilan optimum MS/MS sartlar1 Tablo 3.3’de verilmistir. MS
taramas1t Multiple Reaksiyon Takibi (Multiple Reaction Monitoring) modunda
yapilmistir. Metottaki tiim vitaminler ve IS i¢in kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore
prekiirsor (parent) ve iirlin (product) iirlin iyonlar1 iceren MRM gegisleri, carpisma
enerjileri (CE: Collision Energy) ve kolondaki alikonma zamanlar1 (RT: Retention
Time) Tablo 3.4’de gosterilmistir. MS/MS taramasi tiim analitler i¢in pozitif ve
negatif iyon taramas1 modunda yapilmis, en iyi ayrim ve yiiksek intensite pozitif iyon

modunda bulunmustur.
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MS/MS SARTLARI

Iyon kaynag1

MST1 sicakligi

MS?2 sicakligi

Rough vacuum

High vacuum
Collision gaz sicaklig1
Collision gaz akis1
Nebulizer basinci
Cycle time

Analiz suresi

ESI

100 °C

100 °C

1,49 x 10° Torr
1,96 x 10~° Torr
300 °C

6,0 L/dk

15 psi

5255

13 dk

Tablo 3.4. MS/MS taramasinda her analit ve internal standart icin MRM gegisleri,

CE ve RT degerleri

Prekiirsor Uriin
Molekiil Iyon Iyon MRM gecisi  Fragmentor CE (eV) RT (dk)
Vitamin A 269,3 93,1 269,3—93,1 116 18 7,56
Vitamin E 431,2 165,1 431,2—165,1 135 20 9,65
Vitamin D3 401,3 383,1 401,3—383,1 100 5 7,52
Vitamin Dg 407,4 389,3 407,4—389,3 100 5 7,52

3.8. ISTATISTIK ANALIZI

Istatistik analizler Microsoft Office Excel 2010 (Seattle, Washington, ABD)

programi kullanarak yapilmustir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, yagda eriyen A, D ve E vitaminlerinin es zamanh
analizine imkan saglayan LC-MS/MS metodu kullanilarak yeni bir ydntem
gelistirilmis ve validasyonu yapilmistir. Iyon kaynagi olarak ESI probu, MS/MS
taramasi i¢in Multiple Reaksiyon Takibi (MRM: Multiple Reaction Monitoring)
modunun kullanilmigtir. Bu yontemde her bir vitamine ve internal standarta ait
prekiirsor ve {irlin iyonlar, ¢esitli denemeler sonucu elde edilmis optimum fragmentor
ve carpisma enerjileri (CE), alilkonma zamanlar1 (RT) Tablo 3.4°de gosterilmistir.
Tiim MS/MS taramalar1 negatif ve pozitif iyon tarama modlarinda ayr1 ayr1 yapilmis

en iyl ayrim ve yliksek intensite pozitif iyon modunda bulunmustur.

Kolondaki vitaminlerin alikonma siireleri sirasiyla vitamin 25-OHD;3; 7,52
dakika, Vitamin A 7,56 dakika ve Vitamin E 9,65 dakikadir. MS/MS analizi 9,65inci
dakikadan itibaren bitmesine ragmen kolon temizligi ve sartlanmasi i¢in toplam

analiz siiresi 13 dakika olarak tasarlanmuistir.

4.1. KROMATOGRAMLAR

Sekil 4.1 ila Sekil 4.4’de Kalibratoér 6’ya ait Vitamin A, Vitamin E, 25-OHD3
ve 25-OHDg ya ait kromatogramlar gosterilmistir. Sekil 4.5 ila Sekil 4.7°de Vitamin
A, Vitamin E, 25-OHD3 ve 25-OHDg¢-ya ait MRM gegisleri i¢in 6rnek spektrumlar
gosterilmisti. MRM modunun yiiksek segicilik 6zelligi sayesinde alikonma

zamanlar1 birbirine yakin analitler kolayca ayirt edilebilmistir.

Vitamin A
‘ RT:7572

o I K;\V’\—-L_L

Sekil 4.1. Vitamin A kromatogram ornegi



39

\ Vitamin E
| RT:9671

05 1 15 J 25 3 15 E 45 5 55 13 6.5 5 105 11 115 12 125
Sekil 4.2. Vitamin E kromatogram 6rnegi
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Sekil 4.3. 25-OHD3 kromatogram 6rnegi
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Sekil 4.4. 25-OH Dg kromatogram 6rnegi
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4.2 KALIBRASYON EGRILERI

Tim vitaminler i¢in in-house hazirlanmis 7 seviyeli kalibrasyon egrileri

¢izilmistir. Tiim analitler igin internal standart olarak 25-OHDg kullanilmustir.

Vitamin A Kalibrasyon Egrisi

y=0,0148x+ 1,644
R? =0,9415

Area ratio

0 20 40 60 20 100
Concentration (ug/dL)

Sekil 4.5. Vitamin A kalibrasyon egrisi



Vitamin E Kalibrasyon Egrisi

3,5 -

Area ratio

R? =0,9963

y=0,0277x +0,3646

[y 20 40 60 80
Concentration (ug,/mL)

100

Sekil 4.6. Vitamin E kalibrasyon egrisi

Vitamin D3 Kalibrasyon Egrisi

Area ratio

R* =0,9964

y=0,0319=+0,2517

o 20 40 60 80 100 120 140

Concentration {ng/mL)

160

Sekil 4.7. Vitamin D3 kalibrasyon egrisi

41
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4.3. METOT VALIDASYONU
4.3.1.Tekrarlanabilirlik (Precision)

Glin i¢i ve gilinler arast kesinlik i¢in, in-house yoOntemle hazirlanmisg

kalibratorlerden 3’iincii ve 6’nc1 seviyeler kullanilmigtir.
4.3.1.1. Giin i¢i tekrarlanabilirlik:

Ugiincii seviye kalibratdr 6n hazirlik islemlerinden gegirildikten sonra art arda
20 kez analiz edilmistir. Ayn1 islem 6. seviye kalibrator i¢in de yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore ortalama, standart sapma (SD) ve varyasyon katsayisi (CV)

degerleri hesaplanmustir. (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Vitamin A, Vitamin E ve 25-OH Dj’¢ ait giin i¢i kesinlik verileri

Seviye 3 Seviye 6

Ortalama SD CV% Ortalama SD CV%
Vitamin A 9,62 0,82 9,52 499 4,68 9,38
(ng/dL)
Vitamin E 12,9 0,71 5,49 47,16 4,82 10,23
(ng/mL)
25-OHD; 22,14 1,16 5,24 79,75 2,61 3,27
(ng/mL)

4.3.1.2. Giinler arasi1 tekrarlanabilirlik:

Kullanilan kalibratorler -30 °C’de saklanmig ve 20 giin boyunca ayr1 ayr1 analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore ortalama, standart sapma (SD) ve varyasyon

katsayis1 (CV) degerleri hesaplanmustir. (Tablo 4.2)
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Tablo 4.2. Vitamin A, Vitamin E ve 25-OH Ds’e ait giinler arasi kesinlik verileri

Seviye 3 Seviye 6
Ortalama SD CV%  Ortalama SD CV%
Vitamin A 9,88 0,49 4,98 49,38 1,82 3,69
(ng/dL)
Vitamin E 12,86 1,19 8,75 45,00 1,16 6,19
(ng/mL)

25-OHD3(ng/mL) 22,90 1,65 7.21 80,81 3,32 4,11

4.3.2. Gergeklik (Trueness)

Analitik gerceklik, olciilen degerin gercek degere yakinhgidir. Olgiilen
degerle gercek deger arasindaki fark bias olarak tanimlanir. Her bir vitamine ait bias
degerlendirmesi  goreceli hata (relative error) formiiliiyle hesaplanmis
[%Bias=(Olgiilen deger-Gergek deger)/Gergek deger)X100] ve Tablo 4.3°de
gosterilmistir. (Bias hesaplamasi igin kullanilan kalibrator 6rneklerinin hazirlanis

sekli gere¢ ve yontemler boliimiinde anlatilmistir.)

Tablo 4.3. Vitamin A, Vitamin E ve 25-OHD3 i¢in hesaplanmis bias degerleri

Gergek Olgiilen Gergeklik Bias (%)
Deger Deger (%)
Vitamin A (pg/dL) 30,00 35,15 117,17 17,20
Vitamin E (pug/mL) 30,00 31,88 106,27 3,54

25-OHDs (ng/mL) 50,0 51,83 103,66 2,07
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4.3.3. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)
En diistik standart ¢Ozeltisi metanolde diliie edilmistir. LOD ve LOQ

degerlerine Sinyal/Giiriiltii oran1 (Signal/Noise ratio- S/N) ile karar verildi. LOD ve
LOQ sirasiyla S/IN>3 ve S/IN>10’dur.

4.3.4. Dogrusallik (Lineerity)

Her bir vitamin i¢in referans degerlere gore belirlenmis 7 seviyeden olusan
lineer aralik olusturulmustur. Her seviye ardisik 4 kez 6lgiilerek hedeflenen degerler
(x) ve Olgiilen degerler(y) arasindaki regresyon denklemi ¢ikarilmistir. Dogrusallik

caligmasina ait sonuglar Tablo 4.4’de ve r Sekil 4.8 ila Sekil 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.4. Dogrusallik ¢alismasmin sonuglari

Kesim Noktas1
Lineer Aralik Egim (Slope) (Intercept)
Vitamin A (pg/dL) 3,0-90,0 1,0044 1,5721
Vitamin E (ug/mL) 3,0-90,0 0,8942 2,3972
25-OHDj3 (ng/mL) 5,0-150,0 1,0065 -0,3194

100
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Sekil 4.8. Vitamin A dogrusallik grafigi
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4.3.5. Geri Kazanim (Recovery)

Kor seruma (Vitamin A konsantrasyonu = 5,0 pg/dL, Vitamin E
konsantrasyonu= 1,70 pg/mL ve 25-OHD; konsantrasyonu=1,0 ng/mL’dir).
Kalibrator 2 ve kalibrator 5 eklenerek elde edilen 6rnekler, 6n hazirlik isleminden

gecirildikten sonra 3’er defa analiz edilerek geri kazanim (Recovery: R) oranlar1
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belirlenmistir. Bu islem %R formiiliiyle hesaplanmis [%R (Olgiilen vitamin
konsantrasyonu/Eklenen vitamin konsantrasyonu)X100] ve sonuglar Tablo 4.5’de

gosterilmistir.

Tablo 4.5. Geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Olgiilen Deger
Eklenen Deger Ortalamast Geri Kazanim
(%)
Vitamin A Level 2 11,0 11,09 101,15
Level 5 35,0 35,52 101,60
Vitamin E Level 2 7,7 7,67 99,61
Level 5 31,7 32,38 102,15
25-OHD3 Level 2 11,0 10,4 94,55

Level 5 51,0 49,1 96,28




47

5. TARTISMA

Yagda ¢Oziinen vitaminler A, D ve E bircok fizyolojik fonksiyonun
devamlilig1 igin gerekli molekiillerdir. Bu vitaminlerin eksikliklerinin kanser ve tip-2
diyabet gibi hastaliklara yakalanma riskini arttirdiklar1 bildirilmistir (2,4). Ayrica A
ve D vitaminlerini yiiksek konsantrasyonlarmin yol ag¢tigi toksisite sebebiyle,
Klinisyenlerin bu vitamin seviyelerinin dlgiimiine iligkin talepleri son yillarda artis

gostermistir.

Yagda c¢oziinen vitaminleri klinik laboratuvarlarda dogru ve kesin olarak es
zamanli 6lgmek oldukga zordur. Bu zorluk, yagda ¢6ziinen vitaminler molekiillerinin
ve metabolitlerinin yapisal 6zellikleri, referans materyallerin ulasilabilirligi, referans
Olciim yontemleri ve referans laboratuvarlardan kaynaklanmaktadir. Yagda ¢oziinen
vitaminler oldukea kiigiik molekiillerdir ve kandaki konsantrasyonlar1 nispeten diisiik
ve degiskendir (87,88). Ayrica 6zellikle A ve E vitaminin kandaki stabiliteleri ile
ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarin sonuglar1 birbiriyle
celismektedir. Ornegin, Drammeh ve ark.lar1 yaptig1 ¢alismada, oda sicakliginda
retinol ve a-tokoferol diizeylerinin tam kandaki degisikliklerin 72 saat boyunca
sirastyla %-9,8 ve % -1,0 oldugunu gosterilmesine ragmen (93), Clark ve ark.lar1 bir
hafta sonra oda sicakliginda retinol ve a-tokoferol diizeylerinin tam kanda meydana
gelen degisikliklerin sirasiyla %1,8 ve % 4,8 oldugunu bildirmistir (92). Dolayisiyla
acik bir stabilite verisi mevcut olmadigi i¢in her laboratuvar ayni metodu kullansa
bile kendi stabilite protokoliinii olusturmus, bu da sonuclarda varyasyona sebep

olmustur.

Klinik laboratuvarlarda D vitamini 6l¢iimii i¢in en ¢ok kullanilan yontem
immiinoassaydir (107). Buna karsilik, bircok otomatik immiinoassay sisteminde
dogruluk ve prezisyon ile ilgili problemler oldugu bildirilmistir. Bu problem, serum
matriksinde kiiciik molekiilleri (vitamin gibi) daha biiyilk molekiillere (vitamin
baglayic1 proteinler) baglayan antibodilerin diisiik secicilik ve hassasiyetinden
kaynaklanmaktadir (108).
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A ve E vitamini Ol¢limi i¢in en sik kullanilan yontem UV/Vis veya
fotodiyotarray detektorleri kullanilarak yapilan HPLC metotlaridir (109,110). Fakat
ayni anda eliie olan molekiilleri HPLC ile ayirt etmek miimkiin olmadig1 i¢in yagda

¢oziinen vitaminleri bu yontemle es zamanli 6lgmek miimkiin degildir.

Yagda ¢ozlinen vitaminler hidrofobik molekiillerdir ve kanda proteinlere
baglanarak tasmirlar. Bu vitaminler dogru ve hassas 6l¢limiiniin en 6nemli kriteri
proteinlerle arasindaki bu bagi koparmaktir. Ayrica, yagda ¢oOziinen vitaminler
sadece bir ya da iki hidroksil grubu olan oldukga kiigiik molekiillerdir (<500 Da). Bu
da iyonize olmalarmi zorlastirir. MS analizindeki en kritik basamaklardan bir tanesi

de iyonizasyonu saglamaktir (107).

LC-MS/MS, immiinoassay ve HPLC yontemlerine gore olduk¢a hassas bir
metottur (104,105). Likit kromatografi sisteminin ayrim giicii ile kiitle detektOriiniin
seciciligini birlestirerek, yagda ¢éziinen vitaminler gibi kiiclik molekiilleri bile hassas
bir sekilde analizleme imkani sunar. Bu amagla, tez calismasinda yagda ¢dziinen
vitaminlerin es zamanl analizine olanak saglayan hassas ve segici bir LC-MS/MS

bazli metot gelistirilmis ve valide edilmistir.

Biyolojik sivilarda diisilk konsantrasyonda bulunan yagda ¢oziinen
vitaminlerin analizini yapmak matrikste yiiksek konsantrasyonda bulunan inorganik
tuzlar, proteinler ve lipidlerin varhiginda olduk¢a zordur. Efektif bir analiz
yapabilmek i¢cin bu molekiillerin vitaminler iizerindeki interfere etkisini ortadan
kaldiracak uygun ekstraksiyon prosediiriine karar vermek gerekmektedir. Var olan
birgok metot, bu matriks etkisini ortadan kaldirmak i¢in saponifikasyon, sivi-sivi
ekstraksiyonu ya da kati-faz ekstraksiyonu gibi uzun 6rnek hazirlama basamaklarim
iceren HPLC metotlaridir (111-115). Mevcut LC-MS/MS metotlarinda ise ya sadece
A ve E vitaminine ya da D vitamine metabolitleriyle birlikte bakilmistir (116,117).
Andreoli ve ark.larmm gelistirdigi LC-MS/MS metodu sadece A, E ve A vitaminin
prekiirsorii olan p-karotenin analizine imkan saglamaktadir (118). Capote ve
ark.larmm (119) gelistirdigi metotta, yagda ¢oziinen vitaminler LC-MS/MS ile es
zamanli sekilde 6l¢iilmiistiir, fakat hem 6rnek hacmi (1000 pL) hem de ekstraksiyon

prosediirii (kati-faz ekstraksiyonu) rutin klinik kullanimi i¢in uygun degildir.
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Midttun ve ark.larmin hizl analiz siiresine ve uygun 6rnek hacmine sahip bir metodu
olmasmma ragmen ekstraksiyon basamagmda kullandiklar1 kloroform kanserojen
etkilere sahiptir (120). Albaharani ve ark.larinin metodu (107) diisiik 6rnek hacmi ve
hizli analiz siiresine sahip olmasina ragmen, uzun 6rnek hazirlama prosediirii (sivi-
stvi  ekstraksiyonu) sebebiyle bizim tez c¢alismamizda kullandigimiz protein
presipitasyonu yontemine gOre daha uzun stire¢gli bir hazirhk asamasi

gerektirmektedir.

Bu tez calismasinda 200uL gibi diisiik 6rnek hacminde calismaya uygun
hizli, hassas ve secici bir LC-MS/MS metodu gelistirilmistir. Ornek hazirlama
yontemi olarak protein presipitasyonu kullanilmistir. Kullanilan ¢oktiirticii solvent
metanoldiir. Ayrica, in-house hazirlanmis stok soliisyonlar ve mobil fazda da organik

solvent olarak metanol kullanilmistir.

APCI iyon modu yagda c¢oziinen vitaminlerin analizinde daha ¢ok
kullanilmasina ragmen, bu calismada en iyi ayrim ve en yiiksek intensiteye sahip

pikler ESI pozitif iyon modunda bulunmustur.

Vitaminlerin analizinde karsilasilacak zorluklardan digeri kolon se¢imidir. Bu
caligmada, yagda ¢Oziinen vitaminlerin ayrimi igin ters-faz  kromatografi
kullanilmistir. Bu amagla en iyi ayrimi saglamak i¢in ¢esitli kolonlar denenmistir.
Karbon oktadekasilan (C18) kolonlar o6zellikle A ve E vitaminin analizinde sikga
kullanilan kolonlardir ( 110,119-122). Fakat ¢alismamizda C18 kolon ile 25-OHD3
vitaminin ayrimi gergeklestirilememistir. Phenyl, phenyl-hexyl kolon segicilikleri ve
farklh partikiil biiytlikliikleri de denenmis, fakat en iyi ayrim Agilent Pursuit PFP
(100x 3,00mm X 3uM) analitik kolonu ile saglanmistir.

Ayrica, cesitli mobil fazlar ve akis hizlari test edilmistir. H,0 icerisinde
hazirlanmis %0,1 formik asit (Mobil Faz A) ve metanol igerisinde hazirlanmis %0,1
formik asit (Mobil Faz B) ¢ozeltisi mobil faz olarak secilmis, akis hiz1 0,5 mL/dk
olarak belirlenmistir. Daha iyi ayrim ve daha hizli analiz i¢in gradient eliisyon
programi kullanilmistir. Gradient modunda elde edilen piklerin sekillerinin daha
diizglin ve rezoliisyonlarmin izokratik moda goére daha yiiksek oldugu

gozlemlenmigtir.
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Vitamin A, Vitamin E ve 25-OHDs; i¢in total analiz siiresi 13 dakikadir.
MS/MS analizi 9,65’inci dakikadan itibaren tamamlanmasina ragmen, kolon

temizligi ve sartlanmasi i¢in metot 13 dakika olarak dizayn edilmistir.

Bu metot dizayn edilirken, K vitaminin optimizasyonu i¢in g¢aligmalar
yapilmistir. Fakat kandaki konsantrasyonu diger yagda ¢6zlinen vitaminlere gore ¢ok
diisiik oldugundan (A ve E vitamini pmol/L, 25-OHD3; nmol/L, K vitamini pmol/L)
analitik agidan ayrim yapabilmek miimkiin olmamis, diger vitaminler K vitaminini

interfere etmislerdir (107).
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, yagda ¢oziinen vitaminlerin es zamanli analizine olanak
saglayan disiik ornek hacmine sahip hassas ve segici bir LC-MS/MS metodu
gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu metot, diisiik hassasiyete sahip immiinoassay
yontemleri ve es zamanli analize olanak saglayamayan HPLC yontemlerine gére cok
daha kisa siirede ve birlikte tespitine imkan saglayabilecek giivenilir bir yontem

olarak degerlendirilebilir.
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