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YAKLASIMLAR
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Bu tez galismasinda amag, daha onceden uretilmis farkh kimyasal yapilara ve
yuzey yuklerine sahip amfifilik siklodekstrin nanopartikillerin kanser hucreleri
Uzerine sitotoksik etki mekanizmasinin  metabolomik calismalar sonucu
gerceklestirilecek farkli biyoenformatik yaklasimlarla tespit edilmesidir.
MDA-MB-231 meme kanseri hlcre hatlari, ilag tasiyici sistem olarak onerilmis
siklodekstrin nanopatrtikuller ile islem gérmus ve hicre gogalmasini dnleyici etkinin
(antiproliferatif etki) en yuksek miktarda gozlendigdi nanopartikil ve doz Gzerinden
calisiimistir. Cogalmanin siklodekstrin nanopartikll ile dnlendigi hiicre hatlari islem
goérmuls hicre hatlan olarak kullaniimis ve T grubu seklinde isimlendirilmigtir.
Hicbir sekilde nanopartiklllerle islem gérmeden ¢ogalmanin dnlenmedigi grup ise
kontrol grubu olarak kullaniimis ve C grubu seklinde isimlendirilmigtir. T ve C
gruplarindan elde edilen hucreden arindirilmig lizat ¢ozeltisinden sitozolik
fraksiyonlar elde edilmis ve bu fraksiyonlarin metabolit profillemesi amaciyla sivi
kromatografisi kutle spektrometrisi (LC-MS) bazli metabolomik ¢alismalar
gerceklestiriimistir. Metabolit profileme sonucu herhangi bir sekilde kanser ilaci
tasimayan siklodekstrin nanopartikllerin etkisi ile gogalmanin énlendigi gruplar (T
gruplan) ile kontrol gruplari (C gruplari) arasinda metabolom dizeylerindeki

degismeler karsilastiriimistir.



LC-MS yontemiyle elde edilen ham verinin igerisinden metabolitlerin bulunarak
profillenmesi (tanimlanmasi) ve T ile C gruplar i¢cin miktarlarinin karsilastiriimasi
ancak uygun yazihm ve veribankasi destedi ile mumkindir. Bu amagla farkh
biyoenformatik yaklagsimlar denenmis ve metabolit profillemede R programlama dili
altinda calisan serbest erisimli bir platorm olan XCMS'’in CentWave ve
MatchedFilter algoritmalari ile metabolitlere ait pikler tanimlanmaya calisiimistir.
Bununla birlikte Human Metabolome Database (HMDB) ve Metlin Database
veribankalari kullanilarak ortak bulunan metabolit pikleri birbiri ile karsilastirilmistir.
Ham verilerin dederlendiriimesinde, XCMS Centwave algoritmasi ve MatchedFilter
algoritmasinin kesisim kiimesi MetaboAnalyst ile iligkilendirilmistir.

Metabolit profilleme sonucu T ve C gruplari icin farklilasan en ylksek miktarda
metabolit teshis edilmistir. Elde edilen veriler siklodekstrin nanopartikullerin kanser

hicreleri Uzerine sitotoksik etki mekanizmasinin aydinlatiimasinda kullaniimistir.

Anahtar Kelimeler: Siklodekstrin nanopartikiiller, ilac tasiyici sistemler, Yiksek
basingli  sivi kromatografisi kutle spektrometrisi (LC-MS), Metabolomik,
Biyoenformatik, XCMS, MatchedFilter, CentWave, HMDB, MetaboAnalyst.



ABSTRACT

BIOINFORMATIC APPROACHES TO ELUCIDATE THE
MECHANISM OF CYTOTOXIC ACTION OF CYCLODEXTRIN
NANOPARTICLES

Isil VAROL
Master, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Dog. Dr. Mustafa CELEBIER
June 2018, 86 Pages

This thesis aims to determine the cytotoxic effect of previously manufactured
cyclodextrin nanoparticles on cancer cells by metabolomic studies with different
bioinformatic approaches.

MDA-MB-231 breast cancer cell lines are treated with cyclodextrin nanoparticles
which have been proposed as drug delivery system and the research continued
over the maximum amount observed nanoparticle which has the inhibitory effect
(antiproliferative effect) on cell proliferation. Cell lines in which proliferation
inhibited by cyclodextrin nanopatrticles is used as treated cell lines and be referred
as T set. The group without treatment in which the proliferation is not prevented by
nanoparticles in any way is used as control group and is designated as the group
C. The cytosolic fractions is obtained from the lysates solution purified from group
T and group C and liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) based
metabolomics will be performed in order to metabolite profiling of these fractions.
Based on metabolite profiling results, changes in metabolite levels is compared
between the group T and the group C.

Metabolite profiling (identification) from the raw data obtained by the LC-MS
method and their comparison is only possible with the support of appropriate

software and data bank. For this purpose, different bioinformatics approaches



have been tried: The metabolites have been tried to be identified by CentWave
and MatchedFilter algorithms of XCMS, a freely accessible platform which runs
under R programming language in metabolite profiling. Besides, the number of
identified metabolites is compared with each other using Human Metabolome
Database (HMDB) and Metlin Database. During the processing of the raw data,
the intersection set of the XCMS Centwave algorithm and MatchedFilter algorithm
is associated with MetaboAnalyst.

As a result of metabolite profiling, the highest amount of metabolite is identified
from the groups T and C. The resulting data is used to elucidate the mechanism of
cytotoxic action of cyclodextrin nanoparticles on cancer cells by performing

metabolic pathway analysis.

Keywords: Cyclodextrin nanoparticles, Drug delivery systems, High performance
liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS), Metabolomics,
Bioinformatics, XCMS, MatchedFilter, CentWave, HMDB, MetaboAnalyst.
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1.GIiRIS

Amfifilik  siklodekstrinler nanoklrecik veya nanokapsul gibi kendiliginden
nanopartikdl olusturabilen molekullerdir. Bu 6zellikleri, siklodekstrinlerin nano ilag
tasiyici sistem olarak kullaniimasini saglamaktadir. Siklodekstrin nanopartikullerin
ilag taslyici sistem olarak onerilmesiyle ilgili ilk ¢alismalar 90’ senelerin ikinci
yarisinda baglamistir. Kanser ilaglarinin  siklodekstrin  nanopartikullerle
tagsinmasina yonelik ¢alismalar ise son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir. ilag
tasltyici sistem olarak kullanilan siklodekstrin nanopartikullerin kendi baglarina da
kanser hicreleri Gzerinde ¢ogalmaylr oOnleyici (antiproliferatif) etkileri
bulunmaktadir. Ancak bu etki mekanizmasinin hangi metabolik yolak Uzerinden
meydana geldigi kaynaklarda tam olarak aciklanmamistir [1-2]. Bu tez
calismasinda siktodekstrin nanopartikullerin ~ sitotoksik etki mekanizmasinin
aydinlatiimasi i¢in metabolomik calismalar gergeklestiriimistir. Bu amacla amfilik
siklodekstrinler MDA-MB-231 meme kanseri hlcre hatti Uzerine uygulanmig ve
siklodekstrin uygulanmayan grup kontrol grubu olarak secilmistir. Kontrol (C)
grubu ve siklodekstrin uygunlanmis (T) grup arasinda metabolom dizeyinde
meydana gelen degisiklikler incelenerek siklodekstrinlerin molekuler duzeyde
kansere karsi ¢ogalmayi Onleyici etkisi aydinlatimaya c¢alisiimistir.
Gergeklestirilen metabolomik ¢alismalar sonrasi farkh biyoenformatik yaklagimlar
denenerek siklodekstrinlerin etkisi sonucu metabolom duzeyinde meydana gelen
degisikligin en optimum sekilde yani en fazla metabolit taranarak bulunmasi
amaclanmistir. Gunumuzde metabolomik ¢alismalarda veri degerlendiriimesi ile
ilgili tek ve standardize edilmis bir evrensel yontem henlz bulunamamistir.
Kullanilan analitik teknikten, deney kosullarindan, numune hazirlama
kosullarindan ve en dnemlisi veri isleme ve tarama kosullarindan dahi, bulunan ve
degisim godzlenen metabolitlerin sayisi anlamli derecede etkilenmektedir.
Dolayisiyla bu tez galismasinda, siklodekstirin nanopartikillerin gogalmayi onleyici
etki mekanizmasi anlagiimaya calisilirken ayrica biyoenformatik agidan farkh
teknikler de birbiri ile kargilagtiriimistir.

Metabolitler, hicre icerisindeki metabolik yolaklardaki biyokimyasal reaksiyonlarin
ara urUnleridir. Peptit, oligonukleotid, seker, nukleozid, organik asit, keton, aldehit,

amin, amino asit, lipit, steroit ve alkaloid gibi molekuller birer metabolittir [3].



Belirli bir zaman araliginda hucre, doku ve fizyolojik sivilarda isleyisi olan
metabolitlerin yUksek hassasiyetli analitik teknikler kullanilarak tespit edilmesi,
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesine metabolomik denir. Metabolit seviyesi,
hicresel fonksiyonun butlinsel sekilde bilgisini temsil ederek kalitsal veya ¢evresel
degisikliklere yanit olarak bir hicre veya dokunun fenotipini tanimlar. Kalitsal ve
cevresel etkenlerin canlinin disg gorunigsundeki yansimasina fenotip adi verilir.
Klinik fenotipin bilgisi hicredeki metabolitlerde sakhdir. Transkriptom ve proteoma
benzer olarak metabolom da hiicresel fonksiyonlara bagimhdir; ancak mRNA ve
proteinlerin tersine genler ile metabolitler arasinda dogrudan baglanti kurulmasi

mumkun degildir [3].

Genomik, transkriptomik, ve proteomik ylksek verimli analiz yontemlerinin halen
hizli bir gelisme halinde ve mevcutta kullanimda olmalarina karsin metabolomik
yaklasimlara ait analiz metodlari halen daha az yaygindir ve mevcut durumda

metabolomun analizini saglayan tek ve temel bir yontem bulunmamaktadir [4].
Tibbi teshise yonelik metabolit calismalari uzun suredir uygulanmaktadir; ancak

tedavi ve tedavi surecinin incelenmesi amaciyla ¢ok sayida hucre i¢gi metabolitin

taranmasi icin yontemler gelistiriimesine yonelik ¢alismalar yeni yeni artmaktadir
[5].

Metabolit profileme c¢alismalari icin LC-MS adi verilen yéntem ile elde edilen
verinin 6nce enformatik destekli bir analizden gegirilmesi, zaman kaybini ve olasi
hatalari en aza indirmektedir. Bu amagla gesitli yazilimlar bulunmaktadir. Metabolit
profilleme calismalarinin yazilim-veribankasi destegi kullaniilmadan ve uygun bir

biyoenformatik yaklasimdan yararlaniimadan yapilamayacagi gercegi ortadadir
[6].

Profilleme calismalarinda yuzlerce metabolitin kitle degerlerinin tek tek taranmasi
zaman ve is glicinin verimsiz kullaniimasina sebep olmaktadir. Ote yandan,
metabolitlerle ilgili klinik bilgi, yayin ve bu metabolitlerin dahil oldugu metabolik
yolaklarla ilgili bilgilere tek kaynak Uzerinden ulasilabilmesi, veribankalarinin

kullanimini avantajli hale getirmektedir [7].

Metabolomik veribankalari genel olarak; metabolik yolak veribankalari,
kargilagstirmali  metabolomik veribankalari, kimyasal 0zellikler ve spesifik

kimyasallara ait veribankalari, spektral veribankalari, ilag ve metabolitleri



veribankalari olarak ayrilsa da c¢ogu veribankasi birden fazla amaca hizmet

ettiginden bu gruplandirma ¢ogu veribankasi i¢in i¢ ice durumdadir [8].

Dolayisiyla LC-MS bazli metabolit profilleme c¢alismalarinda tek bir dogru yol
bulunmamaktadir. Her bir veri isleme yazilimi ve her bir veribankasinin birbirine
gbre avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. iki farkli grup igin disaridan etki ile
farklilastirilan metabolitlerin ve miktarlarinin bulunmasinda farkli biyoenformatik
yaklasimlar ile en ylksek sayida farkhlasan metabolitin tespit edilmesi blyuk

onem tasimaktadir [8].



2.KURAMSAL BILGILER

2.1. Metabolomik

Biyokimyasal reaksiyonlarin ara UrlinU olan metabolitler, canh bir hicre iginde
calisan birgok farkli yoladin birbirine baglanmasinda ve islemesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Metabolit seviyesi, hucresel fonksiyonun butliinsel sekilde bilgisini
temsil ederek genetik veya cevresel degisikliklere yanit olarak bir hicre veya
dokunun fenotipini tanimlar. Hucresel islevin molekller seviyede analizi, birkag
farkh analitik teknigin birlikte kullanilmasini gerektirir. Transkripsiyonel dizeyde
(transkriptom) ve translasyonel duzeyde (proteom) kapsamli analiz ydntemleri
halen hizli bir gelisme halindedir ve yuksek verimli analitik yontemler halihazirda
kullaniimaktadir; ancak metabolomik yaklagimlarin detayli analiz yontemlerine
glinimuzde daha az rastlanmaktadir ve su anda metabolomun analizini saglayan
tek ve evrensel bir yontem bulunmamaktadir. Metabolit profillemesi, tibbi teshis
amacli oldugu kadar fenotip karakterizasyonu igin de uzun suredir uygulanmigtir.
Ancak; yakin gegmise kadar tibbi teshis, tedavi ve tedavi surecinin incelenmesi
amacilyla ¢ok sayida hucre ici metabolitin taranmasi igin yontemler gelistiriimesi

yonunde gaba gosterilmemistir [9].

Metabolom analizi, farkli analitik teknikler kullanarak 3000 Da'dan duguk molekdl
kUtlesi olan tum hucre igi ve digi metabolitlerin tanimlanmasi ve nicelenmesini
kapsar. Her metabolitin seviyesi; hiicrenin, dokunun veya organizmanin fizyolojik,
gelisimsel ve patolojik durumuna baglidir. Bununla birlikte, 6nemli bir fark da,
MRNA ve proteinlerin tersine genler ile metabolitler arasinda dogrudan baglanti
kurulmasi mimkin olmamasidir. Ayni metabolitin birgok farkli yoldan katildidi
hicre metabolizmasinin karmasik dogasi, metabolit verilerinin yorumlanmasini

zorlastirir [10].

Genom, transkriptom ve proteom yapisi, genom ve transkriptom igin dort farkh
nukleotidin veya proteom igin 22 amino asitten olusan molekulerin kimyasal
analizlerine dayanir. Metabolom igerisinde, metabolitlerin kimyasal yapilarinda ve
Ozelliklerinde buyuk bir farkhlik vardir. Dolayisiyla metabolom, hidrofilik
karbonhidratlardan iyonik inorganik turlere, ketonlardan ugucu alkollere, hidrofobik
lipitlerden amino ve nonamino organik asitlere kadar kompleks dogal urtnlerden
olusan ¢ok cesitli kimyasal bilesiklerden olusur. Bu karmasiklik, ayni anda tim

metabolomun tam anlamiyla belirlenmesini neredeyse imkansiz hale getirir [10].



Sekil 2.1.'de fonksiyonel genomik ve metabolomik teknikler arasinda bilgi akigini

gosteren sematik diyagram verilmistir.
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Sekil 2. 1. Fonksiyonel genomik ve metabolomik teknikler.

Metabolomun analizi icin tek bir analitik yontem olmadigindan, metabolomik
alanlarinda siklikla farkli terimler kullanilir. Metabolom teriminin, belirli bir biyolojik
sistemin metabolizmasinda kullanabilecegi veya olusturdugu metabolitlerin
toplamini tanimladigi konusunda genel bir gorus birligi vardir. Metabolom,
¢ogunlukla ekzometabolom ve endometabolom'a ayrilir; buradaki ekzo, hucrenin
disindaki metabolitleri temsil eder ve ikincisi, hucre i¢ci metabolitleri temsil eder.
Ekzo ve endometabolom arasindaki bu ayrim, hulcreleri hicre digi ortamdan
ayirmanin kolay oldugu mikrobik sistemler icin oldukg¢a yararl olsa da, hucreleri
komple dokudan izole etmenin zor olabilecegi ¢ok hucreli sistemler i¢cin daha az
faydalidir. Bununla birlikte, bu ikisinin ayirt edilmesi kavramsal olarak énemlidir;
cunkld ekzometabolom, endometabolomdan ¢ok daha farkh fizyolojik bir rol

oynamaktadir [11].

Metabolomun bir bolumunutn analizini tanimlamak igin siklikla kullanilan iki terim,
metabolit profillemesi ve metabolik parmak izi yontemidir. Bu iki terim, agik bir

ayrim yapilmaksizin esanlamli olarak siklikla kullaniimaktadir. Bu tanimlara gore,



metabolit profillemesi belirli bir metabolit seti; 6rnegin bir amino ve organik asit
kUmesinin analizi iken, metabolik parmak izi bir numunenin spesifik bir analizi;
ornegin kutle spektrometresi ile elde edilen bir kutle pik aralgidir. Birincisi
dogrudan  fizyolojik  bilgi  saglayarak  verileri  metabolik  modellerle
butunlestirebilirken ikincisi, yalnizca kime analizi kullanarak farkli numunelerin
gruplanmasi i¢in kullanilabilen bir bilgi saglar. Metabolik ayak izi terimi, mikrobiyal
kiltarlerdeki ekzometabolomun analizini tanimlamak i¢in sunulmustur. Ayak izi
terimi, besin maddelerini alip blUyume sureciyle baglantili olarak metabolitleri
salgilarken, mikrobiyal hucrelerin hicre disi ortamda ayak izi biraktigini gosterir
[12].

Metabolik parmak izi (veya ayak izi), spesifik metabolitlerin seviyeleri hakkinda
bilgi veremese de, bu analiz teknikleri mutantlarin (veya blyime kosullarinin)
siniflandinimasi i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte, bu tar verileri diger veri turleriyle
(6rnegin, transkriptomu verileri) butlnlestirmek zordur ve islevsel genomikte
kullanilabilir olsa da niceliksel verilerin gerekli oldugu sistem biyolojisinde daha az

faydalidir.

Metabolomik analizlerde en ¢ok kullanilan metotlar kutle spektrometresi (MS) ve
niikleer manyetik rezonans (NMR)'dir. Ozellikle NMR, bilinmeyen bilesiklerin yapi
karakterizasyonu igin ¢ok yararlidir ve Dbiyolojik sivilardaki ve hucre
ekstraktlarindaki metabolitlerin analizi icin uygulanmistir. *3C NMR spektroskopisi
nispeten diisiik hassasiyete sahiptir. Buna ek olarak, **C NMR analizi, diisik
duyarlhihdinin bir sonucu olarak tek bir numune igin birka¢ saat surebilir ve techizat

maliyetleri, MS tabanh tekniklerle karsilastirildiginda ¢ok daha yuksektir [10].

MS'in en 6nemli avantajlari, karmasik biyolojik numunelerde bulunan bilesenlerin
kimligini teyit etme imkani ile birlikte yuksek duyarhlik ve yuksek verim ile bunlarin
cogunun tespit edilmesini saglamasidir. Dahasi, MS ile ayirma teknikleri (6rnegin
kromatografi) kombinasyonu, son derece kompleks biyolojik numunelerin kimyasal
analiz kapasitesini muazzam bir bigimde genigletmektedir. Kutle spektrumlarinin
temel bilgileri basittir ve karakterizedir. Spektrum, iyonize edilmig molekulin ve
parcalarinin kutlelerini gosterir ve bu kltleler sadece bilesen atomlarinin
kitlelerinin toplamidir. Bununla birlikte, kitle spektrumlarini tanimlamak nispeten
basittir ve kutle spektrometri verisinin yorumlanmasini kolay hale getiren birkag

mevcut yazilim uygulamasi vardir [10].



2.2. Metabolitler ve Metabolizma

Tum yasayan hucreler, kuguk kimyasal bilesiklerin daha duglUk serbest eneriji
icerigine sahip baska bir kimyasal bilesik grubuna donusturtlmesiyle buyime ve
bakim icin gerekli enerji ve yapi bloklarini turetir. Kimyasallarin bu dénusumu
bircok kimyasal ara maddeyle ¢ok sayida kimyasal reaksiyon igerir, bu
reaksiyonlarin tamamina metabolizma denir ve metabolizmaya katilan
kimyasallara metabolit denir. Yasam sureglerinin karmasikhgi, metabolizmaya
katilan metabolitlerin sayisinin oldukga yuksek olmasini gerektirir. Bdylece,
herhangi bir canh hicrede, hicre igin karbon ve enerji kaynadi énce oncul
metabolitler olarak adlandirilan bir kimeye donusturulir ve bu oncul metabolitler
daha sonra biyokutle sentezi icin yapi taslari ve diger metabolitleri olusturan
metabolitlere donusturalur [15]. Metabolitlerin 6zellikleri ve dogal cevre icinde
etkilesimde bulundugu iglevleri yasamin kimyasini belirler. Metabolitler, canl
hicrelerde dogal olarak bulunan enzim tarafindan katalize edilen reaksiyonlarin
uranleridir. Her seyden once, bir metabolit, drnegin, hucrenin altyapisina veya
enerji gereksinimine katkida bulunarak, hdcrelerin bakimi ve hayatta kalmasi
bakimindan vazgecilmez bir islev yerine getirmek amaciyla hucre tarafindan
sentezlenir. Dogrudan bir biyolojik fonksiyonu yerine getirmezse, yapisal bir
modifikasyondan sonra, biyolojik acidan aktif bir bilesige doénlisme igin bir
habercilik gorevi gorur. Bir metabolitin bir diger 6nemli 6zelligi de kimyasal
tepkimeler vasitasiyla 6zelliklerini degdistirecek olan enzimler tarafindan taninmasi

ve bunlarla harekete gegmesidir [10].

Bir canli hicredeki birgok farkli reaksiyon, normal olarak, hiicre icinde koordine
edilmis bir isleve hizmet eden bir dizi reaksiyona gore duzenlenir. Bu tur
reaksiyonlara yolak denir ve yolaklar ara maddeler olarak degisen ¢ok sayida
metabolit igerebilir. Ana bilesik, 6rnedin su ve/veya karbondioksit olusumuna
neden olabilecek oksidasyon reaksiyonlari sirasinda sistematik bozunmaya maruz
kalirsa daha kuguk metabolitler dretilir. Bununla birlikte bu suregte hicre, ana
metabolitteki ve diger metabolitlerdeki serbest enerjinin  buyldk kismini
yakalamaktadir [10]. Sekil 2.2.de reaksiyonlarin agikga gOsteriimeyen sonug
aginin basitlestiriimis bir gorunUmunu ve genislemeden sorumlu olan reaksiyonlar
yoluyla birbirlerine donusturulduginde metabolitlerin baglantili oldugunu gosteren

ornek diyagram verilmigtir.
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Metabolitlerin dnemli bir 6zellidi, sonlu yarilanma émrine sahip olmalaridir. Bu da,
hdcrenin surekli almasi, Uretmesi, bozunmasi veya atmasi anlamina gelir. Son
olarak, pek ¢cok metabolit, kendinin ve diger metabolitlerin donusum hizini kontrol
etmek icin etkilesim yollarindaki karbon akisinin dizenleyicileri olarak hizmet
edebilir [17-18].

Yukarida tarif edildigi gibi, metabolitler, canh bir hdcre icindeki kimyasal
reaksiyonlarda surekli olarak transforme olan ve degistirlen molekillerdir. Bu

reaksiyonlara yolak denir ve tium yolaklarin toplamina metabolizma denir. Genel

olarak, metabolizma kavramini tanimlamak igin birkag 6nemli nokta 6zetlenebilir:

(i) Yasamin tum kimyasal reaksiyonlari, organize edilmis ve bir metabolik yol agina

baglanmistir.

(i) Metabolizma, canli hlcreye surekli kaynak saglanmasi amaciyla muhafaza
edilir ve duzenlenir, dolayisiyla hicrenin hayatta kalabilmesi i¢in ¢evreye oldukga

bagimhdir.



(iii) Hucrelerin serbest enerjisi, bazi metabolitlerin icerisinde depolanirken, diger

metabolitler hlcrenin yapisal bilesenleri ile baglanir.

(iv) Metabolik reaksiyonlar, metabolitlerin bir takim spesifik kontrol mekanizmalari

tarafindan etkilenir.

(v) Metabolizma, merkezi (veya birincil) metabolizma ve sekonder metabolizmaya
ayrilabilir. Merkezi metabolizma, oncelikli olarak, hicre igindeki temel yapilarin
enerji ve uretimiyle ilgilidir. Merkezi metabolizma turler arasinda pek ¢ok benzerligi
paylasir ve merkezi metabolizmanin ¢ogunun metabolitleri dogada yaygindir.
ikincil metabolizma, cok daha 6zel metabolitlerin tretimi ile ilgilidir. Bazilari tek bir
ture 6zgudur. Bu metabolitler genelde bilinmeyen bir fonksiyon olup, savunma ve
cok hucreli bir gcevrede (organizma) islev veya sag kalimi artiran diger amaglar icin

sinyal bileseni gibi davranabilirler.

(vi) Metabolizma anabolik ve katabolik metabolik reaksiyonlara ayrilabilir.
Anabolizma, kompleks molekullerin basit bilesiklerden enerji depolamak igin
sentezlenmesi anlamina gelirken, enerji salinmasi i¢in kompleks molekdillerin
bozunmasina katabolizma denir. Genelde, anabolik reaksiyonlar enerji
gerektirirken, katabolik reaksiyonlar enerjiyi serbest birakir. Metabolik eneriji
yakalama, buyuk olcide, ATP, NADH veya NADPH, biyolojik is icin eneriji

saglamak Uzere tasarlanan en énemli molekullerin sentezi yoluyla olusur [19].

2.3. Metabolitlerin Yapisal Cesitliligi

Her metabolit, fiziksel ve kimyasal ozelliklerini belirleyen kendi kimyasal yapisi ile
karakterizedir. Bu nedenle, her metabolit benzersizdir ve 6zellikleri spesifiktir.
Metabolik bilesiklerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde olan bu blyuk cesitlilik, bir
metabolomik yaklasim icinde metabolitlerin dogru ve kapsamli 6lgimunu saglayan
cesitli prosedurler gerektirir [20]. Sekil 2.3.'de amino asit ve aminler (a),
monosakkaritler (b), trisakkarit (c), ¢ok kuguk fosforlanmis 6nemli bilesikler (d),
birincil ve ikincil organik asitler (e), fitohormonlar (f) gibi farkh metabolitlerin ve

bunlarin kimyasal yapilarinin bir 6rnegi sunmaktadir.
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2.3.1. Metabolitlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Her metabolitin davranigini belirleyen ve ayni zamanda analiz edilebilme
kabiliyetini belirleyen ¢ok cesitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere neden olan bir dizi
hedef vardir [21].

(i) Molekuler agirlik - Molekul agirhgr, molekult olusturan tum atomlarin
agirhiklarinin toplami ile hesaplanir. Metabolitler, proteinler veya nisasta gibi

polimerlere kiyasla kiiguk molekul agirlikh bilesiklerdir [10].

(i) Molekuler boyut - Bir molekulin molekul boyutu, 6zel hacmi ve Ug¢ boyutlu

yapisiyla temsil edilir [10].

(i) Polarite - Bir molekulin polaritesi, bir bilesigin fiziksel bir 6zelligidir ve
metabolomik baglamda, su molekulleri ve diger polar bilesikler ile polar etkilesimler
(6zellikle hidrojen baglarinda kovalent olmayan baglar) olusturma kabiliyeti ile
ilgilidir. Erime ve kaynama noktalari, ¢ozunurlik ve farkli molekuller arasindaki
molekuller arasi etkilesimler gibi diger fiziksel 6zelliklerle ilgilidir. Cogu durumda,
bir molekulun polaritesi ile molekulde bulunan polar veya apolar olmayan kovalent
baglarin sayilari ve tiurleri arasinda yakin bir iligki vardir. Genel olarak, bazi
istisnalar disinda, bir bag igcindeki atomlar arasindaki elektronegatiflik farklliklar

ne kadar yuksek olursa, bag o kadar ¢ok polardir [10].

(iv) Uguculuk - Bir bilesigin ucuculugu, kaynama veya erime noktasina, yani kati
veya sivi halden gaz haline degisen sicakligina baglidir. Yukarida tarif edildigi gibi,
bir bilesigin polaritesi ve kaynama noktasi arasinda ve dolayisiyla molekulin
polaritesi ve volatilitesi arasinda guglu bir korelasyon vardir: Daha buyuk polarite,

daha az degiskenlik anlamina gelir [10].

(v) Cozunarlik - Bir ¢dzeltinin ¢oézunurlGgu, belirli bir sicaklikta belirli bir miktarda
¢bzlcU veya c¢Ozeltide ¢ozunebilen maksimum ¢dzlinen miktardir. Bu o6zellik
cogunlukla polarite, pKa, sicaklik, ¢dzicl ve hacimle ilgilidir. Cozunurlagu
etkileyen birkag énemli faktér vardir. ilk olarak, ¢éziinen maddenin ve g¢éziiciniin
dogasi, ¢dzunurligu belirleyen ana faktordir. Bu, bir ¢ézlici molekulinin pozitif
ucu bir ¢dzlnen molekllin negatif ucuna yaklastiginda olur. Polar ¢ozuculer
genellikle iyonik olan c¢dzeltileri ¢ozebilir. ikinci olarak, ¢oziinen parcaciklarin
boyutu ¢6ziinen maddenin ¢dzUnUrlGgund ve oranini  etkiler. COzUnmus

parcaciklarin toplam yuzey alani arttikga, ¢bzunen madde daha ¢abuk ¢ozuldr.
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Co6zunen maddenin daha kuguk pargalara bolinmesi yuzey alanini ve dolayisiyla
¢6zum hizini arttirir. Bu nedenle, bir hicrenin ¢ok kugluk parcalara ayrilmasi birgok
metabolik bilesigin ¢ézinurligunt artiracaktir.  Uglincl  olarak, g¢dzeltinin
sicakhgindaki bir artis kati bir ¢é6zinen maddenin genellikle ¢ézUnUrlGgunu arttirir;
ancak, gazlar igin c¢ozelti sicakhigi arttikga c¢ozunurluk dugser. Doérduncusu,
basingtaki degisiklikler gaz halindeki ¢6zlUnenlerin ¢ozunurligu Uzerinde guglu bir
etkiye sahiptir. Basincin artmasi ¢ozunuarlGgu artirir ve basincin dusurulmesi

¢OzUunarlGgu azaltir [10].

(vi) pKa, bircok metaboliti tanimlamak i¢in énemli bir parametredir. pKa, hangi
pH'da asidik veya alkalin fonksiyonel grubun protonlanacagini ve hangi pH'da
protonlanmayacagini aciklar. Dolayisiyla pKa degerinin Ustunde veya altinda,

metabolitler iyonlasmis veya noétr olabilir [10].

(vii) Kararlihk - Bir kimyasalin kararlihdi, i¢ veya dis reaksiyonlara bagl kimyasal
reaksiyonlara, degisikliklere veya bozulmaya karsi direngle tanimlanir. Kararlligi
etkileyen iki faktor vardir: Termodinamik ve kinetik. Termodinamik olarak kararsiz
(veya enerjik olarak dengesiz) olan bir madde, daha negatif Gibbs serbest
enerjisine (AG) sahiptir. Bir maddenin reaksiyona girmesi igin gereken sure, kinetik
kararlihginin bir 6lgusudur. Reaksiyon ne kadar yavassa, kinetik kararlilik o kadar
buyuk olur. Bu, metabolit analizi agisindan 6zellikle dnemlidir. Birgok metabolik
bilesik, 6zellikle hucresel ortamlarindan ¢ikarildiginda son derece kararsizdir. Bu
nedenle, termodinamik ve Kkinetik kararlihdr arttirmak igin dogru kosullar
ekstraksiyon isleminde secilmelidir. Birgok metabolik bilesik, daha yluksek
sicakliga maruz kaldiginda bozunur; oda sicaklgi bile olabilir. Kararhligi etkileyen
diger bir faktér de ¢ok fazla i1s1gin neden oldugu 1sik etkisiyle zamanla bozunmadir
(fotodegredasyon). Son olarak, bazi bilesikler oksidatif veya indirgeyici kosullara
duyarhdir. Bu nedenle, hicresel bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in dogru kosullar ve

herhangi bir analitik ydontem i¢cin numune hazirhigi dikkatli secilmelidir [10].

2.3.2. Primer ve Sekonder Metabolizma

Canlh bir organizmadaki bilesikler birincil ve ikincil metabolitlere ayrilir. Birincil
metabolitler genelde tum canli organizmalar i¢inde dagilir ve temel yasam
surecleriyle yakindan baglantiidir. Sekerler, amino asitler veya organik asitler gibi
her yerde bulunan bilesikleri igerir. Bunlar, glikoliz, solunum veya fotosentez gibi

birincil metabolik siregler tarafindan Uretilir. EkK olarak, evrensel yapi taslari ve
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proteinler, nukleik asitler veya polisakaritler gibi enerji kaynaklari, bir
organizmadan digerine yapisal ayrintida farkli olmasina ragmen birincil
metabolizmaya aittir. Buna karsilik, sekonder metabolitler yalnizca dagilimlari
sinirlandirir ve genellikle bireysel organizmalarin ve tirlerin spesifik bir 6zelligidir.
Genel olarak, birincil metabolitlerin her hucredeki beslenme ve gerekli metabolik
sureclere katildigi sdylenebilir. Aksine, ikincil metabolitler dogrudan buyumeye ve
gelismeye katilmazlar ve bu nedenle, organizmalar i¢cin dnemli olduklari halde,
organizmalar ile cevreleri arasindaki ekolojik etkilesimler icin yasamsal dneme
sahip degildirler. ikincil metabolitler, birincil metabolik yollardan tiretilen ve
muazzam bir kimyasal gesitlilik ile karakterize edilen yollarla Gretilir. Bu gesitlilige
ragmen, ikincil metabolitler esasen az sayida temel birincil metabolitten sentezlenir
[22].

2.4. Bir Biyolojik Sistemdeki Metabolitlerin Sayisi

Bir biyolojik sistemdeki metabolit sayisini tahmin etmek ig¢in birgcok c¢alisma
yapilimaktadir. Metabolomun boyutu, incelenen organizmaya bagl olarak buyuk
Olclde degisir. Birgok farkli tiriin tam genom dizilerinin tamamlanmasi, metabolit
sayisinin tahmin edilmesini saglamistir; ancak dizilenmis genomlarda eksiksiz gen
aciklamalart bulunmamasi nedeniyle olasi tum metabolik reaksiyonlar tahmin
edilememektedir. Ornegin; 6karyotik organizma olan Saccharomyces Cerevisiae
modeli igin su ana kadar sadece yaklasik %70 arastirma yapiimis ve 6000'den
fazla gen igerdigi bulunmustur. Bu nedenle fonksiyonu bilinmeyen yaklasik 2000

gen mevcuttur [23].

Genel olarak, bir hiicrede olasi metabolitlerin sayisinin, bir hiicredeki tim genlerin
ve proteinlerin sayisindan dusuk oldugu belirtilmigtir. Bu varsayimin cesitli
sebepleri vardir. Birincisi; genler, transkriptler ve proteinler arasinda dogrudan
baglanti olmadigi gibi bir gen ve bir kimyasal reaksiyon arasinda bire bir iligki
yoktur. ikincisi; pek ¢ok metabolit birkag yola katilir ve bu nedenle yine farkli gen
tarafindan kodlanan farkli enzimlere etki eder. Uglinclsii; bazi daha karmasik
metabolitler, 06zellikle de sekonder metabolitler, c¢ogdunlukla blylik enzim
kompleksleri tarafindan dretilmeleri igin birgok gen gerektirirler. Poliketidlerde,
bliylk enzim komplekslerinde bir araya getirilen, katlanmis ve modifiye edilmis
uzun asetil grup zincirlerinden sentezlenen bir érnek bulunur. Bu enzimler, farkli

genlerle kodlanmis birden fazla protein zinciri iceren oligomerik komplekslerdir.
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Kompleksler, kovalent olmayan baglarla veya birka¢ farkli protein molekulinun
statik veya gecici birlesmesiyle olusur. Cogu durumda, bu protein kompleksleri
sadece c¢ok spesifik reaksiyonlar icin sorumludur ve bu nedenle yalnizca iki

metabolik molekul, substrat ve Urln icerebilir [19].

Pek cok bakteri ve ayrica firin mayasi gibi bazi 6karyotlarda ayrintil genis genom
analizleri, bu nispeten basit hucresel organizmalarin gergek karmasikhgi hakkinda
daha fazla bilgi edinmek acisindan buyik ilerleme kaydetmistir. Ornegin; E. coli
bakterisinde yaklasik 4400 gen vardir ve sadece 442 metabolik bilegik Uretildigi
tahmin edilmektedir [24], okaryot Saccharomyces Cerevisiae’'nin, yaklasik 6200
gen igerdigi ve 700'den biraz fazla metabolit icerdigi tahmin edilmektedir [23]. Bu
iki nispeten basit organizmadaki metabolitlerin ¢ogu, enerji donusumu, hucre
yasam dongusu ve Ureme igin merkezi metabolizma ile ilgilidir. Bu organizmalarin
higbiri daha karmasik metabolitler Gretmemekte ve nispeten daha az sayida ikincil
metabolit Uretmektedir. Her iki durumda da, bu sayilar, bu mikroorganizmalarin
yasam dongusu igerisinde simdiye kadar yapilabilen tUum metabolik bilesenleri
temsil etmektedir. Yuksek organizmalarda durum ¢ok daha karmasik hale gelir.
Doku 6zgullugu veya organ yapilari gibi ek boyutlar, dogru tahminleri son derece
zorlagtinir [10]. Sekil 2.4."de metabolitlerin baglantili oldugunu gosteren o6rnek

diyagram verilmigtir.
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Sekil 2. 4. Ornek fosfat metabolizma agi [16].

Herhangi bir organizmadaki metabolit havuzu c¢evrenin bir yansimasidir. Bu
nedenle, hicre veya organizma tarafindan alinan tim metabolitler, herhangi bir
sekilde kullanilmasalar bile metabolomun bir pargasi olacak ve hucresel
bozulmadan kaynaklanan metabolitler de metabolomun karmasikligina katkida
bulunacaktir [25].

2.5. Kromatografi

Kromatografi, kimyasal maddelerin karisimini bilesenlerine ayirmak igin yaygin
olarak kullanilan analitik bir tekniktir; boylece tek tek bilesenler énce ayrilip daha
sonra miktar tayini yapilarak analiz edilebilirler. Sivi kromatografisi, gaz
kromatografisi, iyon degdisim kromatografisi, afinite kromatografisi gibi birgcok
kromatografi tliri olmasina ragmen bunlarin tima ayni temel prensipleri kullanir.
Hepsinde de bir hareketli faz ve bir sabit faz olmak Uzere iki fazli bir sistem
hakimdir [26].

Kromatografik sistemler, s6z edildigi gibi hareketli faz (mobil faz) ve sabit faz adi
verilen iki faz (sabit faz ve hareketli faz) arasinda dagilima ugrar. Bu iki faz

birbiriyle temas halinde olmasina karsin karismamaktadir ve hareketli olan faz
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sabit fazin Uzerinden akarak ilerlemektedir. Karigimdaki bilesenlerin fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri birbirinden ne kadar farklilagirsa, karisim o kadar iyi
ayrilabilmektedir. Kromatografik sistemlerde daha az alikonan bilesen daha 6nce,
daha gugli alikonan bilesen ise daha ge¢ ¢ikmaktadir. Sabit faz sivi veya kati;

hareketli faz ise sivi veya gaz halde bulunabilmektedir [27].

Kromatografik yontemler faz tiplerine, uygulama bicimlerine ve ayrima
mekanizmalarina goére siniflandirilabilmektedir. Cizelge 2.1.’de kromatografik

yontemlerin siniflandiriimasi verilmigtir.

Cizelge 2. 1. Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi.

Faz Tiplerine Gore S M;I;:lzmalanna Uygulama Bicimine Gore

Adsorpsiyon

Sivi Kromatografisi Kromatografisi

Duzlemsel Kromatografi

Gaz Kromatografisi Partisyon Kromatografisi Kolon Kromatografisi

iyon Degistirme
Kromatografisi

Jel Filtrasyon
Kromatografisi

lyon Cifti Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

2.5.1. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) Sistemleri

HPLC cihazlari “hareketli fazla birlikte strlklenen analitin sabit fazla etkilesimi”
prensibine dayall olarak galismaktadir. HPLC cihazlari ginumuzde kromatografik
yontemlerde en yaygin olarak kullanilan analitik cihazdir. Bir HPLC cihazi Sekil
2.5.’de belirtilen kisimlardan olusgur.
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Kromatogram

mAU

T Enjeksiyon caman

baglangici

Detektor

Coziculer

Sekil 2. 5. HPLC cihaz semasi [28].

(i) Hareketli faz rezarvuarlar - Hareketli faz igin kullanilan kimyasal ve ¢ozeltilerin
bulundugu kisimdir [29].

(i) Pompa - HPLC pompasinin ana islevi, hareketli faz olarak da bilinen bir siviyi,
belirli bir akis hizinda bir sivi kromatografi yoluyla, dakikada mililitre (mL/dak)
cinsinden ifade etmek Uzere, ¢dzicunin yuksek basing kullanilarak kolondan
gegciriimesini saglamaktir. Pompalar, HPLC sistemlerinin hayati bir pargasidir ve
akis hizlari ile yuksek basinci korumaktadirlar. Bir molekilin kolondaki tanecikler
ile nasil reaksiyona girdigine ek olarak akig orani, belirli bir kimyasal maddenin
kolondan ne kadar hizli gegecegini belirler. Alikonma zamani, tek tek kimyasallari

tanimlamak igin nitel amagla da kullanilabilir [29].

(iii) Enjektor sistemi - Enjektdr, sivi numunenin hareketli fazin akisina verilmesi
gorevini yerine getirir. Esas olarak bir numunenin kolondan akan ¢ozucu yani
hareketli faz akimina verilmesi i¢in kullanilir. Enjektor, bir sivi numuneyi mimkun
oldugunca az dagilim ile ¢dzicu akimina yani hareketli faz akisina yerlestirmek
icin 0zel olarak tasarlanmigtir [29].

(iv) Kolon - Kolon, cgesitli fiziksel ve kimyasal parametreler sonucu ilgili numune

bilesenlerini ayiran kromatografin en 6énemli pargasidir. Kolon, analiz edilen
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kimyasallar icin belirli bir afiniteye sahip olan kuglk boncuklar ile doldurulmus bir
tup seklinde bir metal silindir koruyucudan olusur. Kimyasallar, bir ¢ézucu yani
hareketli faz iginde kolondan gegerken boncuk olarak tabir ettigimiz sabit faz
tanecikleri ile etkilesir. Bilesiklerdeki molekuler farkliliklar, kolonda farkli hizlarda
hareket etmelerine ve farkli zamanlarda kolondan ellie olmalarina neden olur.
Kolon ayrica, ¢dzucundn iginden akmasina izin veren ancak sabit fazin kolondan

ayrilmamasini saglayan bir filtreye sahiptir [29].

(v) Dedektor sistemi - Kolondan gikan molekilleri tespit etme isini yapar. Kimyasal
maddenin kolondan c¢iktiginda yani elle oldugunda hangi 06zelliklerinden
yararlanarak tespit edilecegine gore kullanilan farkli dedektor cesgitleri vardir.
Ornegin; optik HPLC dedektérleri (UV dedektér vb.), belirli bir kimyasal maddenin
kolondan ne zaman elie oldugunu belirlemek icin bir 1sin kullanir. Coézlcda,
kolondan ciktiginda dedektorun i1sik yolundan gecger. Daha sonra, ilgili kimyasalin
neden oldugu 1s1gin emilimi yani absorpsiyonu veya salinimi yani emisyonu
kaydedilerek maddenin miktari ve hatta bazen yapisi belirlenebilir. Kimyasalin
neden oldugu isin ile etkilesim, kimyasalin varligina igaret etmektedir. Mevcut olan
diger dedektorler, refraktif indeks (kirilma indisi) dedektorleri, elektrokimyasal

dedektorler, kitle dedektorleri ve yeni teknoloji diger dedektorlerdir [29].

2.5.2. Kromatografi Parametreleri

(i) Alikonma zamani - Analitin kolon igerisinde kalma suresini ifade etmektedir ve
(tr) ile gosterilir. Aikonma zamani kullanilan yontemle birlikte maddenin kimyasal
Ozellikleriyle de ilgilidir. Hareketli fazin alikonma zamanina “6lG hacim (tp)” denir.
Analitin kolonla etkilesimini dolayisi ile alikonma suresini etkileyen baslica
parametreler kolonun yani sabit fazin 6zellikleri, kolonun sicakligi, hareketli fazin
bilesimi, sabit faz-hareketli faz-analit arasindaki molekuller arasi etkilesimler olarak
sayllabilir. Optimum c¢alisma sartlari tim bu parametreler dikkate alinarak

degerlendiriimeli ve belirlenmelidir [30].

(i) Kapasite faktorl - Alikonma veya kapasite faktort (k’), analitin kromatografik
kolon Uzerindeki kalcihdini dlgmek igin kullanilan bir parametredir. Hareketli faz
(6l hacim) pikini (tp) belirlemenin en etkili yontemi enjeksiyondan hemen sonra
gorulen ilk kirimay! almaktir. Kapasite faktori akis hizindan etkilenmemektedir
[31]. Kapasite faktoru asagidaki esitlikle (Esitlik 2.1) hesaplanmaktadir.

kI:(tR'tO)/tO (21)
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(iii) Secicilik - Iki maddenin kapasite faktdrleri oranina ‘segicilik (o) denir. Segicilik

asagidaki (Esitlik 2.2) esitlikle hesaplanmaktadir.

a=k'2/k'1=(tra-t0)/ (tr1-to0) (2.2)

(iv) Kolon etkinligi - Kolon etkinligi, piklerin ne derece keskin oldugu ve ayrimin ne
derece duzgun gergeklesebileceginin matematiksel ifadesidir. Esdeger “teorik
tabaka sayisi (N)” ile gosteriimektedir ve asagidaki (Esitlik 2.3) egsitlikle
hesaplanmaktadir. Egitlikte w, pikin zeminden %10 yukseklikteki genisligine
denktir [32].

N=16x (tr/w)? (2.3)

(V) Ayiricilik - Ayiricihik ¢dzici ve kolon etkinliginin ortak gosterimi olarak ifade
edilmektedir ve “Rs” seklinde adlandiriimaktadir. Asagidaki (Esitlik 2.4) esitlikle

hesaplanmaktadir.

Rs=2X (tro-tr1) / (W1+W32) (2.4)

2.6. Kutle Spektroskopisi

Maddelerin bagil kutleleri Uzerinden atom dizilimi ve bilesimini bulmak igin
kullanilan analitik teknige kutle spektroskopisi adi verilmektedir [33]. Molekdilleri
iyonlara donusturerek dis elektrik ve manyetik alanlar tarafindan hareket ettirilip
kiitle/yiik oranlarina (m/z) gére belirlenmesi seklinde calisir. iyonlasma basamagi
ve kltle analizérinde yasanan bilimsel ve teknolojik gelismelerle birlikte MS

cihazlar ¢cok sayida farkli molekullerin analizini saglayabilir hale gelmistir [34].

Kitle spektromelerinin, Elektrosprey iyonlastirma (ESI), Elektrosprey Kimyasal
lyonlastirma (ESCi), Atmosfer Basingl Foto Iyonlastirma (APPI) ve Atmosfer
Basingl Kimyasal iyonlastirma (APCI) gibi kullandigi farkh iyonlagtirma teknikleri
bulunmaktadir [34].

2.6.1. Kiitle Spektrometre Cihazlarinin Genel Yapisi
Kltle spektrometreleri, kromatografik bir ayrimdan veya direk enjeksiyon sonucu
gelen analitin, iyon kaynaginda iyonlastiriip gaz fazina gegirilmesinin ardindan

genellikle yUkli bir kapiler araciigiyla katle analizérine tasinarak katle
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analizorunden dedektore ulasgtiriimasiyla yuksek vakum altinda calisan analitik
cihazlardir [10]. Sekil 2.6."da bir kutle spektrometre cihazinin sematik gosterimi

verilmigtir.

ORNEK GiRisi

KUTLE ANALIZORU

iyon _|L
KAYNAGI

|
IYON LENSLERI

DEDEKTOR—>

VERI CIKISI

Sekil 2. 6. Kitle spektrometrelerinin genel semasi [28].

() iyon kaynagdi - iyon kaynagindaki temel islemler, numunenin gaz fazina
aktarilmasi, iyonlastiriimasi ve vakuma aktariimasidir. Numuneler, direkt olarak bir
gaz kromatografisinden (gaz fazinda oldugu yerde) bir gaz numunesi olarak, aletin
icine sivi bir numune olarak ya da hareketli fazda ¢o6zilmis bir sivi
kromatografindan elie edilerek, iyon kaynagina dogrudan iletilebilir. Numune
tipine (gaz / sivi) ve iyonizasyon yontemine bagli olarak, bu iglemler ters sirada da,
yani, ¢ozucu iginde iyonizasyonun ardindan iyonlarin gaz fazina aktarilmasiyla
gerceklestirilebilir. Genel olarak, iyon kaynadr hem operasyon hem de bakim
agisindan en ¢ok dikkat gerektiren kutle spektrometresinin 6nemli bir pargasidir.
Birgok iyonizasyon parametresi, elde edilen sonuglar igin, 0Ozellikle ¢dzlcu
bileseninin iyonizasyon igleminde c¢ekirdek bir parga olmasi nedeniyle érnek giris

icin kullanilan ¢ozucu igin dnemli bir rol oynamaktadir [10].

(i) Kutle analizéri - Kutle-yuk oraninin belirlenmesi igin elektrik ve/veya manyetik
alanlarin bir kombinasyonu kullanilarak yapilir ve ginimuizde piyasada gesitli tipte
kitle analizérleri bulunmaktadir. TUm kuatle analizérlerinin, iyonlarin  ylksiz

molekuller veya birbirleriyle garpismamasi igin yuksek vakumda calistiriimasi
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gerekmektedir. Kutle analizorleri genellikle performanslarina gore gruplandiriliriar.
Kutle ¢ozUnurltgunin birim kdtle ayrimi oldugu nominal kutle analizérleri 1:1000-
2000 civarinda ¢ozunurlik ve tamsayl kutle dogrulugu sunarlar. Cozunurlik
1:7000'den daha yuksek olan 1:100.000'e ulasan ylksek ¢ozunurlikli kuatle
analizorleri, 1 ppm'nin altinda kiitle dogrulugunu sunarlar. Ikinci tip kitle analizord,
tum formdlleri ve izotopik bilesimleri, yaklasik 1000 Da'nin altindaki

metabolomlarla ilgili olarak ayirabilir [10].

(i) Dedektor - Akimi (iyon miktarl) veya saylyi zamanin bir fonksiyonu olarak
Olcer. Kutle analizérunin m/z aktarimi zamanla degistikce, dedektor kiutleyi m/z

fonksiyonu olarak olcer [10].

(iv) Diger cihaz bilesenleri - Ktle spektrometri cihazlari kullanilan yontemlere gére
numune enjeksiyon sistemleri icermektedirler. Kromatografik bir cihazla veya
manuel ya da otomatik enjeksiyon sistemleri igerebilmektedirler. Iyonlagsma
kaynaginin galismasina bagli olarak helyum veya azot jeneratorleri kurutucu gaz
olarak kullanilabilir. Ayrica yliksek vakum altinda calistiklari icin vakum sistemleri
kullaniimaktadir [10].

2.6.2. Ugus Zamanlh Kiitle Spektrometrisi (TOF)

Ucus zamanh kutle spektrometre cihazlari, iyonlarin elektrik alan altinda kinetik
enerji ile yUklenerek, ucus surelerinden kutleleri arasindaki farka ulasiimasini
saglayan sistemlerdir. Ayni elektrik alanda ayni yuke sahip iyonlar, kutle farkindan
otaru farkh kinetik enerjiye ulagsmaktadirlar. Bu kinetik enerjilerindeki farki ugus
surelerini belirlemektedir [35]. Sekil 2.7. Q-TOF/MS sistemlerinin bdlimlerini

gOstermektedir.
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Sekil 2. 7. Q-TOF/MS cihazlarin genel sematik goésterimi [28].

Kltle Spektrometrelerinde molekiller iyonlasma basamaginda pozitif veya negatif
yukli olarak iyonlagabilir, ancak hangi maddenin pozitif, hangi maddenin negatif
olarak iyonlasabileceginin tam olarak bilinememektedir. Bazi maddeler ise hem
pozitif hem negatif olarak iyonlasabilmektedir. Kapilerin negatif yukli olarak
sisteme pozitif yUkli iyonlarin alinmasina “pozitif mod”, kapilerin pozitif yUklG

olarak sisteme negatif yUklU iyonlarin alinmasina “negatif mod” denmektedir [36].

2.7. Metabolomik Caligmalarda Yazilim ve Veri Bankasi Destegi

Metabolomik ¢alismalar; biyolojik temelli hipotezlerin deney verilerine ve bunlarin
matematiksel modellemeye c¢evriimesi ile biyolojik bilgiye ulagiimasini
saglamaktadir. Metabolomik deneylerde analiz edilmesi gereken verinin hacmi
fazladir. Bu sebepten verilerin matematiksel verilere donusturtlmesi igin yazilim
destegi sart olmaktadir [8-37]. Metabolit oldugu dusunulen piklerin belirlenmesi,
farkli numunelerle eslestiriimesi, yogunluklarinin karsilastiriimasi, metabolitlerin ve
metabolit yolaklarin tanimlanmasi gibi iglemlerde yazilim ve veri bankalar
destegine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple metabolomik g¢alismalar igin ¢ok
sayida ticari ve agik erisimli yazilim geligtiriimistir [38]. Cizelge 2.2.de
metabolomik ¢aligmalarda genellikle kullanilan yazilim ve veri bankalari verilmistir.
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Cizelge 2. 2. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan yazilimlar.

Yazilim

Pik belirleme, eslestirme,
XCMS [39] yogunluklarini karsilagtirma,
istatistiksel testler

Pik belirleme, eslestirme,
MzMine [40] yogunluklarini karsilastirma,
istatistiksel testler

istatistiksel testler, metabolit
MetaboloAnalyst [41] tanimlama, yolak analizleri

METLIN [42] Metabolit veri bankasi

HMDB [43] Metabolit veri bankasi

2.7.1. XCMS ve MatchedFilter Algoritmasi
XCMS metabolomik calismalar igin gelistiriimis “R” yazihm dili tabanli agik kaynak

kodlu bir yazihmdir. XCMS, manuel olarak girilen parametrelerle birlikte ham
datadan matematiksel modellemeler elde edilmesini saglar. XCMS, piklerin
belirlenmesi, diger numunelerin  pikleriyle  eslestirimesi ve  piklerin
kargilastiriimasinda kullanilir [44]. Sekil 2.8.’de XCMS’in c¢alisma algoritmasi

verilmistir.
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Sekil 2. 8. XCMS MatchedFilter ¢alisma algoritmasi.

Ham datanin XCMS’e uygun hale getirilmesi i¢in analitik platformdan alinan veri
dosyalarit XCMS’e uygun dosya formatina donusturular. Analitik cihazlar kendi
yazihmlarini kullanirlar ve bu yazilimlarda elde edilen dosyalarin uzantilari
“ProteoWizard” gibi dosya donustlrict yazihmlar vasitasiyla dosya formati
XCMS’e uygun olan .mzXML formati sekline getirilir [45]. Piklerin belirlenmesi ve
filtrelenmesi amaciyla XCMS’e yuklenen dosyalardaki her pik ayrilmis katle
spektrumlari seklinde ayrilir ve belirlenen gurult degerinin altindaki pikler
filtrelenir. Aynstirimis pikler, ornek setler boyunca taranarak m/z ve alikonma
zamanina gore eslestirilir. XCMS bu asamada kullanicinin belirledigi “CentWave”
ve “MatchedFilter” adi verilen iki farkli algoritmadan birisini kullanir. m/z ve
allkonma zamanlarinin hata araliklari da kullanici tarafindan belirlenmektedir.
Eslestiriimis pikler, ayni maddenin pikleri olarak farkli numuneler ile
kargilastirilarak pik siddetindeki degisimler gozlenir. XCMS t testi, normalizasyon

24



donugumleri gibi iglemleri se¢cim dogrultusunda sonuglara uygulayabilmektedir
[44].

XCMS belirlenen her pike ait bir kromatogram verir. Sekil 2.9.’da érnek bir XCMS
cikti kromatogrami bulunmaktadir. Tum bu islemlerin neticesinde XCMS ham
datanin ve istatistiksel donisume ugramis datanin sonuglarini excel formatinda

her drnek grubu icin ayri ayri verebilir [44].

Extracted lon Chromatogram: 657.32 - 657.35 m/z

=
wy
=
T
=
1=

Retention Time (seconds)

Sekil 2. 9. Ornek XCMS kromatogram ciktisi [28].

2.7.2. XCMS CentWave Algoritmasi

LC-MS metabolomik deneyler icin dnemli bir analitik teknolojidir. LC-MS ham
verilerindeki iki boyutlu sinyallerin sinirlarinin, merkezlerinin ve yogunluklarinin
belirlenmesi ozellik tespiti olarak adlandirilir [46]. Binlerce ozellige sahip yuzlerce
bilesigi icerebilen karmasik érneklerin nihai analizi igin guvenilir bir 6zellik tespiti
gereklidir [47].

Ham veride kismi kutle izlerini toplayan yuksek ¢ozunurlUkla LC-MS veri setleri igin

yeni bir Ozellik tespit algoritmasi CentWave gelistiriimistir. Geligtirilen 6zellik
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algilama algoritmasinin  mevcut metabolomik deneylerin  gereksinimlerini
kargiladidi, yakin ve kismen ortusen 6zellikleri algilayabildigi ve XCMS’in orijinal
algoritmasi olan MatchedFilter gibi diger algoritmalara kiyasla en ylksek toplam

pik bulma ve hassasiyet degerlerine sahip oldugu disuntlmektedir [46].

LC-MS verilerinin iglenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bu yaklasim, ham verileri
m/z, allkkonma zamani ve siddeti ile matris temsiline donustirmektedir. YUuksek
¢OzUunUrliklG katle spektrumlarini bu gosterime donustirmek igin, m/z eksenini
kitle spektrometresinin ¢dzunurligine, érnedin 0.1 m/z genigligine bagh olarak
esit parcalara bolmek gerekir. Bu prosedur genellikle binning olarak adlandirilir
[48]. Bu yontemin dezavantajlarindan biri 6zellikle belirli veri seti i¢cin en uygun
kutu boyutunun belirlenmesinin zor olmasidir. Kutu boyutu ¢ok kuguk secilirse,
kromatografik piklerin kutular arasinda gegisli olmasindan 6tlri kromatografik
seklin kaybina bagh olarak bazi pikler tespit edilemez. Kutu boyutu ¢ok buyuk
olursa, pikler birbirinin Gzerine binebilir ve kuguk pikler ve genis olmayan pikler
artan kromatografik gurllti seviyesi sebebiyle kaybolabilir. Yontemin olumlu tarafi
ise, “binning” yaklasiminin her amaca uygun olmasi ve hizli bir sekilde veri

islemeyi saglamasidir [49].

Centwave algoritmasinda, “binning” tekniginin bahsi gegen sorunlarini azaltmak
icin, alternatif hesaplama yaklasimlari da kullanmaktadir. Sekil 2.10.’da,
ekstraksiyona tabi tutulmus iyon kromatogramini ve karsilik gelen m/z
merkezlerini, “centroid modda” kaydedilmis halde ardisik kitle spektrumunda

gostermektedir [46].
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Sekil 2. 10. Centroid modda kaydedilmis érnek ardisik kitle spektrumu [46].

Kromatografik pik ortaya ¢iktigi zaman, ardisik merkezler, m/z degerleri ve sinyal
siddetine bagh bir yukseklik ve alikonma zamani ile sinirli bir pik olustururlar. m/z
sapmasi, kitle spektrometresinin kutle dogrulugu ile orantilidir ve tipik olarak

dusuk sinyal yogunluklari ile varyasyonlar artar [46].

Kltle spektrometresinin kitle hassasiyeti (4, ppm cinsinden) ve minimum
kromatografik pik genigliginin bilinmesi sayesinde, sapma ile en azindan
Pmin centroid’lerin bulundugu bolgeleri dogrudan taramak mumkutndur. Bu gorev, s
= 1, ..., S: numarall taramalarla, centroid mod’daki Ornekler igin asagidaki

algoritma ile elde edilir:
¢ 1.Baslangic:
(a) ilk taramadan tim m/z mz?® degerlerini kullanarak bir liste ROI baglatir:

vi=1,.,N,N=|mz*"!: ROI(i).values(1) = mz®~*
(b) Gergekte igslenen her bdlge icin m/z ortalama degeri baslangic durumuna

getirilir:
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ROI(i).mzmean =mz®, i=1,...,N,N=|mz°~1|

e Hertaramaicins=2, ..., S:

(a) Her bir m/z mz® degeri igin, i = 1,..., N, N = |mz°| mevcut taramada s:
j=1,.., 3,3 =|ROI|, |ROI(j).mzmean - mz°| <=p ?
o Evet ise; mz® degerini ROI(j) degerine ekleyerek m/z ortalama degeri
guncellenir.
K = |ROI(j).values| + 1, ROI(j).values(K) = mz?®
ROI(j).mzmean = 1/KY -“ROI(j).values(k)
o Hayir ise; yeni bir ROl olusturulur ve listeye eklenir.
J = |ROI| + 1, ROI(J).values(1l) = mz®, ROI(J).mzmean = mz°

(b)Kontrol ve temizleme:

o 2(a) adiminda genigletiimeyen ve pmin degerinden daha az centroid igeren
tum ROI'lar kaldirilir.

o Genigletimeyen ancak en az p min centroid iceren ROI'lar tamamlanmig

olarak isaretlenir.

istege bagh olarak bir yogunluk filtresi (6n filtre = (k, 1), érnegin on filtre = (2, 100))
kiguk yogunlugun erken bdlgelerini atmak Gzere ayarlanabilir. Daha sonra sadece
ROI yogunlugu ile en az k ardisik degerler iceren, yalnizca ROI (adim 2(b)'de)

korunur. Bu on filtre genel igslem suresini buyuk dlgude hizlandirir [46].

Her m/z degerinin sadece bir kez dikkate alinmasi gerekir, bu nedenle ROI
algoritmasi hizhdir (3000 taramada bir dlgim igin 2.5 GHz CPU’da yaklasik 10-20
saniye). Sekil 2.11, karmasik bir LC-MS numunesinin kiguk bir bolgesi icin ROI

saptama algoritmasinin sonucunu gostermektedir [46].
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Sekil 2. 11. Ornek LC-MS numunesi icin ROl saptama algoritmasi sonucu [46].

Bazi nadir durumlarda dusuk yogunluklu ozelliklerin kutle izlerinde "bosluklar"
gOzlenir. Her bir ROI, kromatografik pik saptamasi igin yanal olarak uzatildigindan,
bu 6zelliklerin basarih bir sekilde saptanmasi i¢in sadece kuguk bir bitisik bolgenin
bulunmasi gerekir. Belli bir dereceye kadar, algoritma bu gibi bosluklari olan
Ozellikleri tespit edebilmektedir. Aksi takdirde, bu durumu daha sik gosteren
ornekler s6z konusu oldugunda, algoritma daha fazla "bosluk toleransl" olacak
sekilde kolayca modifiye edilebilir. Binning'in tersine, bu yaklagim, sabit kutu
blyukligunun secilmemesi avantajina sahiptir. Her ROI ayri ayri tespit edilir ve
binning dezavantajlari atlatilabilir. Binning'in aksine, sonu¢ bir matris degil, farkli
uzunluktaki kitle izlerinin listesidir. Kromatografi ve kitle spektrometresinin kutle
dogruluguna bagli olarak, her bir ROI, tam olarak bir veya birden fazla farkh
kromatografik pik igerir. Bu nedenle, her ROI'nin kromatografik alanda kapsamli

bir analize tabi tutulmasi gereklidir [46].
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2.7.3. MetaboAnalyst

Metabolomik, NMR, kromatografi ve kitle spektrometresi kullanilarak ¢ok sayida
metabolitin karakterize edilmesiyle ilgili yeni ortaya c¢ikan bir “bilim dalidir”.
Biyobelite¢  (biyomarker) tanimlamada ve hducrelerin, dokularin  veya
organizmalarin metabolik profillenmesinde siklikla kullanilir. Metabolizmada veri
isleme olduk¢a zordur ve ¢ogu zaman oOzel veya pahali veri analiz yazilimi ve
cheminformatics, biyoinformatik ve istatistik hakkinda ayrintili bilgi gerektirir [50].
Metabolomik veri analizini kolaylastirmak icin, ayni zamanda kullanici
erigilebilirligini kolaylastirmak amaciyla, MetaboAnalyst adi verilen metabolomik
veri analizi igin serbest erigilebilen, kullanimi kolay bir web sunucusu gelistirilmistir.
Temel olarak, MetaboAnalyst, gunumuizin web tabanh mikrodizi analiz
paketlerinin cogundan farkli olarak web tabanl bir metabolomik veri isleme
aracidir. Cok cesitli formatlarda cesitli girdi verilerini (NMR pik listeleri, MS pik
listeleri, bilesik/derisim verileri) kabul eder. Ayrica metabolomik veri isleme, veri
normallestirme, cok degiskenli istatistiksel analiz, grafikleme, metabolit tanimlama
ve metabolik yolak haritasi icin bir dizi segenek sunar. Ozellikle, MetaboAnalyst
farkhlagsmalar, t-testleri, PCA, PLS-DA, hiyerarsik kimeleme ve bir dizi daha
karmasik istatistiksel veya makine 6grenme yontemleri gibi teknikleri destekler.
Ayni zamanda, ¢ogu giris spektrumundan bilesik tanimlamayi kolaylastirmak igin
genis bir referans spektrumlari kitiphanesi kullanir. MetaboAnalyst, kullanicilara
cesitli menuler ve onay kutularini kullandirarak adim adim analiz yonlendirir.
Tamamlandiginda, sunucu, grafik ve tablo ciktilarindan olusan ayrintili bir rapor
olusturur. MetaboAnalyst bircok metabolomik veriyi idame edebilir ve yaygin
olarak kullanilan metabolomik veri analizlerinin ¢ogunu gergeklestirmek igin

tasarlanmistir [51].

MetaboAnalyst hem eglestiriimis hem de eslestiriimemis veri analizlerini destekler.
Tipik bir MetaboAnalist ¢calismasi alti adimdan olusur: (i) veri yukleme, (ii) isleme,
(i) normalizasyon, (iv) istatistiksel analiz, (v) ek agiklama ve (vi) 6zet rapor
indirme [51].

2.7.4. Reactome
Biyolojik bilgiler son yillarda oldukga karmasik bir hale gelmistir. Uzman bireyler
icin geleneksel yayin formatlarinda ve mevcut bilgi ydnetim araglarinda tim bilgiye

ulasmak ve bir batin halinde degerlendirmek imkansiz olmasa bile zor olmaktadir.
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Arastirmacilarin kendi alanlarindaki arastirma gelisimlerini guncel tutmalari ve ¢ok
fazla zaman ayirmadan kendi galismalarini desteklemek igin konulariyla ilgili
guncel bilgiyi derlemeleri ginimuzde artan bir sorundur. Sdéyle ki; herhangi bir
hastalik veya herhangi bir islevsel bozuklukta one c¢ikan genler, proteinler ve
metabolom dlzeyinde meydana gelen degisikliklerin tamamina tek bir kaynaktan
ulasabilmek veya tum kaynaklari kontrol ederek rafine bir bilgi olusturabilmek kimi
durumda zaman alici ve zor bir suregtir. http://www.reactome.org adresinde
bulunan Reactome, sistem biyolojisi ile ilgili verilere daha verimli bir erisim
saglayarak ve depolanan bilgilere tek bir tugla ulasmak ve eldeki veriyi organize
etmek icin elektronik medyanin 6zelliklerini kullanan yeni bir kaynaktir [52]. Farkli
veribankalarindan ¢ekilen bilgi bir bitlin olarak tek bir kaynakta gorsellik 6n plana

¢ikarilarak sunulmaktadir.

Bir organizmanin genetik yapisi goéz onune alindiginda, olasi reaksiyonlarin
tamami, onun tepkisini olusturur. Reaksiyonlara katilan turler (nukleik asitler,
proteinler, kompleksler, asilar, anti-kanser terapétikler ve kiguk molekiller),
biyolojik etkilesimlerin bir agini olusturur ve yolaklar halinde gruplanir. Reactome
veri modeli, insan metabolizmasi, duzenleyici yollar ve sinyal iletimi yollar ve
hicre dongusu gibi yuksek seviyeli slregler dahil olmak Uzere insan sistemindeki
bircok farkli sirecin gorsel olarak birbirleriyle iligkili bir sekilde temsil edilmesini
saglar. Reactome, nicel verilerin Ust Uste gelebilecedi ve sonuglarinin ¢iktl olarak
verilebilecegi bir bakis acgisi sunar. Reactome’daki araglar, uzman kigilerin uygun
veriyi sisteme girmeleri sayesinde bitmis verinin sonu¢ kumeleri geklinde
sunulmasini,elde edilen bilginin gorsellestiriimesini saglamak icin gelistirilmigtir.
Veri tabani, agik kaynak kodlari altinda herkese aciktir; bu, hem igeriginin hem de
yazilim altyapisinin serbestce kullaniimasina ve yeniden dagitiimasina olanak
tanimaktadir [53]. Sekil 2.12., Reactome Uzerinde 0&rnek bir biyolojik
gorsellestirmeyi vermektedir. Sekilden de goérulecedi Uzere genler, proteinler ve
metabolitler kendileriyle iligkili yolaklar Uzerinde gOsterilmiglerdir. Bir hastalik
durumu veya herhangi bir duruma bagli olarak genom, transkriptom, proteom ve
metabolomdaki degisim bunlarin hepsi veya bazilari sisteme tanimlanarak iligkili
oldugu metabolik yolaklar gorulebilir ve gorsel olarak ulasilabilir. Ayrica tek tek her
bir bilesenin ornegin bir proteinin, bir genin, bir metabolitin hangi hastalikla iligkili

oldugu yolak Uzerinden isaretlenerek uygun veri bankalarindan aranabilir.
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Sekil 2. 12. Ornek Reactome biyolojik gorsellestirme [54].

2.8. Meme Kanseri (MDA-MB) Hiicreleri

Meme kanseri en yaygin kanser turlerin biridir ve dinya genelinde kadinlarda tim
kanserlerin yaklagik dortte birini ve bati yagsam tarzina sahip gelismis ulkelerdeki
kanserlerin %27'sini karsilamaktadir. Meme kanseri erkeklerde de ortaya
cikabilmesine kargin kadinlarda gorulme sikligi erkeklerden 100 kat daha
yaygindir. Tanidaki gecikmeler nedeniyle genellikle koti prognoza sahip kanser
taradar [55].

Meme kanseri, meme bezinin herhangi bir hiicresinde meydana gelir ve genis bir
morfolojik 6zellikler, farkli immunohistokimyasal profiller ve spesifik klinik seyri ve
sonucu olan benzersiz histopatolojik alt tipler sergiler. Meme sarkomlari en sik

g6rulen malign lezyonlardandir. Ginimuzde, bir tarama araci olarak mamografinin
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genis kullanimi ile, daha fazla yayilmamis meme lezyonu olgusu tespit edilmistir
[55].

Meme kanserleri iki ana gruba ayrilabilir: karsinomlar ve sarkomlar. Karsinomlar,
memenin epitelyum bilegseninden kaynaklanan kanserlerdir. Epitel bileseni,
lobulleri ve terminal kanallarini hizalayan hicrelerden olusur. Normal kosullar
altinda, bu epitel hacreleri sut Uretmekten sorumludur. Karsinomlar tim meme
kanserlerinin blylk ¢ogunlugunu olusturur. Sarkomlar, memenin stromal (bag
dokusu) bilesenlerinden kaynaklanan nadir kanserlerdir. Bu stromal bilesen
hicreler miyofibroblastlar ve kan damari hicrelerini igerir ve bu "destekleyici"
hucrelerden kaynaklanan kanserler, filloides tumorleri ve anjiyosarkomu igerir.

Sarkomlar, birincil meme kanserlerinin% 1'inden daha azini olusgturur [56].

Biylk karsinom grubu iginde bircok farkli tipte meme kanseri vardir. ilk buyik
bolim in situ ve invaziv karsinomadir. In situ karsinomu, heniiz meme dokusunu
isgal etmemis "pre-invaziv" karsinomdur. Bu in situ kanser hucreleri, lobll veya
kanallarin icinde blyur. In situ karsinomun invaziv kanser olma potansiyeli
yuksektir ve bu nedenle hastanin invaziv kanser gelistirmesini onlemek igin
yeterince tedavi edilmesi gerekir. invaziv kanserler, normal meme lobdillerinin
disina sizan kanser hucrelerine ve gogus bag dokusuna yayilacak kanallara
sahiptir. invazif karsinomlar, lenf nodlari veya diger organlar gibi viicudun diger
bdlgelerine metastaz seklinde yayllma potansiyeline sahiptir [56]. Sekil 2.13.’de in

situ karsinom Ornegi verilmigtir.
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Sekil 2. 13. Duktal karsinoma in situ [56].

Meme karsinomlarinin yaklasik %80'i invaziv duktal karsinomdur ve bunu takiben
olgularin yaklagsik %10-15'ini olusturan invaziv lobuler karsinomlardir. invazif
duktal karsinomlar ve invaziv lobller karsinomlar farkh patolojik 6zelliklere sahiptir.
Spesifik olarak, lobuler karsinomlar tek tek hicreler halinde, tek bir tabaka halinde
duzenlenmis tek hlcreler olarak buyurler ve duktal karsinomlardan ayiran farkh
molekuler ve genetik sapmalara sahiptirler. Duktal ve lobuller karsinomlar, belirli
kanserin tum diger Ozelliklerine bagl olarak farkli prognoz ve tedavi segeneklerine
sahip olabilir [56]. Sekil 2.14.’de invaziv duktal karsinoma ve Sekil 2.15.’de invaziv

lobuler karsinoma érnegi verilmistir.
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Sekil 2. 15. invaziv lobiiler karsinoma [56].

Geriye kalan invaziv karsinom vakalari, farkli patolojik bulgular ile karakterize

edilen diger 6zel meme kanseri tiplerinden olusmaktadir. Bu 6zel tipler arasinda
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kolloid (musin), medullar, mikropapiller, papiller ve tubudler bulunur. Bu gesitli alt
tipler arasinda ayrim yapmak onemlidir, ¢unku farkh prognozlari ve tedavi

sonuglarini igerebilirler [56].

2.9. Siklodekstrin Nanopartikiiller

Bir oligosakkarit ¢esidi olan siklodekstrinler, nisastanin transglikozilaz enzimi ile
parcalanmasi sonucu elde edilmektedirler [1]. Halka yapida konik sekle sahip
siklodekstrinler; 6, 7, 8 veya daha fazla glukopiranoz yapitasinin birbirlerine (a-1,4)
bagi ile baglanmasiyla olusurlar. Alti adet glukopiranoz igerenlere alfa (a), yedi
adet icerenlere beta () ve sekiz adet icerenlere gama (y) siklodekstrin adi verilir
(Sekil 2.16) [57].

Siklodekstrinler, 1891 yilinda Viliers tarafindan kesfedilmis ve “cellulosine” adi
verilmigtir. Zamanla, halkali oligosakkaritler olduklari karakterize edilmigtir.
Nisastadan kristalin dekstrinlerin elde edilebildigi gorilmids ve bunlar a ve
siklodekstrinler olarak adlandiriimistir. 1935 yilinda ise y-siklodekstrin bulunmustur
(Sekil 2.17). ilerleyen yillarda, X-isini  kristalografisi  ¢alismalarinda
siklodekstrinlerin halkali yapisinin iginde farklh organik yapidaki kimyasal
maddeleri barindirabilen inklizyon kompleksi olusturabildikleri gértlmustar. Daha
sonralari, siklodekstrinlerin molekul agirliklari tespit edilmis ve 1961 yilinda daha

fazla glukopiranoz yapitasina sahip siklodekstrinler bulunmustur [58].

n=6: alfa-CD
n=7: beta-CD

n=8: gama-CD

Sekil 2. 16. Siklodekstrinin yapisi.
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Sekil 2. 17. a, B, y siklodekstrinlerin kimyasal yapilari.

2.10. Siklodekstrin Nanopartikiillerin Kanser Tedavisi Alaninda Kullanimi
Siklodekstrinler son on yilda ilag alaninda devrim yaratmislardir [59]. Dogal ve
modifiye edilmis siklodekstrinler (a-siklodekstrin ve [B-siklodekstrin) Uzerinde
calisiimis ve bazilari ABD Food and Drug Administration (Gida ve ilag Dairesi)
onayl kazanmig veya “Genel olarak Guvenli” statisi0 kazanmistir.
Siklodekstrinlerin bir baska 6zelligi, ila¢ dagitiminda kullanimi igin supramolekuler
yapilar olusturmak Uzere indiklenebilmeleridir [60]. Polimerler ile asilanmis veya
¢capraz baglanmigs siklodekstrinler, 6zellikle hidrofobik ilaglar igin etkili hedefli ilag
verme igin akilli sistemlerle geligtiriimektedir. Amfifilik siklodekstrinler, basit bir
nanopresipitasyon teknigi ile nanokurecikler veya nanokapsuller olusturma
yetenegdine sahiptir [61].

pH tetiklemeyle hizlandiriimis asetile a-siklodekstrin nanopartikilat ilag dagitim
sistemi antikanser ila¢ Paclitaxelin hedeflendirilmesi igin ¢alisiimis ve hem in vitro
hem de in vivo olarak ¢alisilan diger sistemlerden daha iyi yukleme kapasitesine
sahip oldugu kanitlanmis [62] ve Sekil 2.18’de sematik olarak gosterilmigtir.

<« .
L - "
Acetylation w ‘ '}
- - s . Low pH

- .-

o .

0 -
Hydiolysie ﬂMiCrOenCapSmaFOn .. o Hydrolysis and -
drug release 0‘ j m
Acetylated a-CD i

PTX-loaded nanoparticle

Sekil 2. 18. Paclitaxel igin pH duyarl asetalatli a-siklodekstrin nanopartikilat ilag
tasiyici sistem [61].
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Onemli bir antikanser ilaci olan Docetaxel; prostat, meme ve akciger kanserleri
tedavisinde kullanilan ancak intravendz dozaj formulasyonu konusunda zorluklarla
karsilasilan bir ilagtir. (2-0-oligo- [etilen oksit] -6- hexadecylthio) -B-siklodekstrin
(SC160H) amfifilik siklodekstrin sistemi Docetaxel'in kapsullenmesi igin
geligtiriimigtir. Hep-2 hucre hatlar Uzerinde Uzerinde gergeklestirilen ¢alismalarda,
Docetaxel yuklu nanopartikullerin bog Docetaxel ile kargilastirildiginda kontrolla ve
uzun donemli salinim saglamasi sebebiyle daha yuksek oranda hucre Olumu

gerceklestigi gorulmustar [63].
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3.GEREG VE YONTEM

Bu tez galismasinda amag, daha onceden Uretilmis farkli kimyasal yapilara ve
yuzey yuklerine sahip amfifilik siklodekstrin nanopartikillerin kanser hucreleri
uzerine sitotoksik etki mekanizmasinin  metabolomik calismalar sonucu
gerceklestirilecek farkli biyoenformatik yaklasimlarla tespit edilmesidir. Daha
onceki calismalarda kanser ilaglar yuklenmis siklodekstrin nanopartikillerin
kanser hucresi c¢ogalmasini Onleyici etkileri incelenirken bu etki Uzerinde
nanopartikullerin katkisi goz ardi edilmistir ve sadece tasiyici sistem olarak katki
sagladigi dustnulmustar. Ancak 2014 yilinda sunulan bir bildiride [64] Paclitaxel
yukli nanopartikullerin tek basina da hucre Uzerinde cogalmayi onleyici etki
goOsterdigi ortaya konulmustur. Tez g¢alismasinda bu etkinin metabolomik

calismalarla molekuler duzeyde ortaya ¢ikarilmasi planlanmistir.

Verilerin degerlendiriimesinde c¢alisma yontemleri kisminda da so6z edildigi Uzere
tezin asil amaci cercevesinde farkli biyoenformatik yaklagimlardan yararlaniimistir.
istatistiksel hesaplamalar Microsoft Excel programi (zerine aktariimis piklerin
allkonma zamani, kuitle/ylk oranlari, pik alanlari  degerleri Uzerinde
gerceklestiriimistir.  Siklodekstrin nanopartikillerin  etkisiyle olusan sitotoksik
aktivite sonucu T ve C gruplari igin miktarlarinda farklilagsma olan metabolitlerin
tespitinde, metabolit piki olduguna karar verilmis olan her bir pik i¢in pik alani
degerleri butiin tanimlanan metabolitlerin toplam pik alani degerlerine bolinerek
standardizasyon yapilmistir. Ayrica cgesitli i¢ standartlar (metabolit standartlari)
kullanilarak cihazdan gelen sapmalar da 6nlenmigstir. Her bir grup igcin 6 analiz
icerisinde %95 guven seviyesinde standardize edilmis pik alani degeri ayni olan
metabolitler T ve C gruplari igin karsilastiriimistir. Bu amacla pik alani degerlerinin
ortalamasi T ve C gruplari igin karsilastirilarak en az 2 kat farklilagsmis metabolitler

ortaya ¢ikariimigtir.

Metabolomik galismalarda yazilim ve veribankasi destegi kaginilmazdir. Yaklagik
40.000 adet metabolitten hangilerinin miktarinin sitotoksik etki sonucu arttigi ve
azaldiginin saptanabilmesi igin ileri analitik teknikler (LC-MS) ve bu teknikler
sonras! elde edilen verinin islenmesinde farkli biyoenformatik yaklasimlar ortaya
konulmustur. Metabolit profilleme sonucu T ve C gruplari igin farklilasan en yluksek

miktarda metabolit teshis edilmistir. Elde edilen veriler siklodekstrin
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nanopartikillerin  kanser hucreleri Uzerine sitotoksik etki mekanizmasinin

aydinlatiimasinda kullaniimistir.

Metabolik yolak analizleri gergeklestirmek icin ise miktari 2 kat farklilasmis ve
istatistiksel olarak anlamli piklere ait eslesen metabolitler MetaboAnalyst ve
Reactome veri tabanlarina girilerek bu metabolitlerin eslestigi metabolik yolaklar

bulunmaya galigiimigtir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan siklodekstrin nanopartikil F1 olarak
kodlanmistir. ilgili siklodesktrin nanopartikiil, Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakultesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dal’'nda Prof. Dr. Erem Bilensoy'un
yonetiminde Dr. Gamze Varan tarafindan hazirlanmistir.  Siklodekstrin
nanopartikulun MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerine uygulanmasi Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal’'nda Dog. Dr. Ayse Ercan
yonetiminde Aras. Gor. Dr. Selin Onclil tarafindan gergeklestirilmistir. Uygulama
sonucu C grubu yani siklodekstrin nanopartikil uygulanmamis grup ve
siklodekstrin nanopartikil uygulanmis gruptan (T Grubu) elde edilmesi gereken
sitozolik fraksiyonlar da yine ayni grup tarafindan hazirlanmistir. Elde edilen
sitozolik fraksiyonlar, Hacettepe Universitesi ilag ve Kozmetik AR-GE ve Kalite
Kontrol Laboratuvari (HUNIKAL) biinyesinde bulunan LC-Q-TOF-MS ile analiz
edilmis ve analiz sonucu elde edilen ham veri bu tez ¢alismasi kapsaminda farkl
biyoenformatik yaklasimlarla veri igleme ve yorumlama sureclerine tabi
tutulmustur. Elde edilen sonuglar F1 kodlu siklodekstrin nanopartikilin MDA-MB-
231 meme kanseri Uzerine uygulanmasi sonucu, metabolom duzeyindeki etkileri
ortaya c¢ikarilmistir. Bu tez calismasi “Sistem Biyolojisi Yaklagsimiyla Siklodekstrin
Nanopartikiillerin MCF7 Hucreleri Uzerine Etkisinin incelenmesi” isimli Dog. Dr.
Mustafa Celebierin yiritiicisi oldugu TUBITAK 1155456 Nolu 1001 projesi ile

desteklenmistir.

3.1. Tez Calismasi Kapsaminda Kullanilan Kimyasal ve Cihazlar
Tez kapsaminda gercgeklestirilen calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve

cihazlar Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2."de sunulmustur.
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Cizelge 3. 1. Tez ¢calismalari kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka Kullanim amaci
Asetonitril (LC-MS Grade) Sigma LC-MS hareketli fazi
Su (%0,1 Formik Asit) Sigma LC-MS hareketli fazi

Sigma Metabolit
Metanol (HPLC Grade) _

ekstraksiyonu

Amicon Ultrafiltrasyon Merck Metabolit
Kartusu (3 kDa) ekstraksiyonu
Formik Asit Sigma LC-MS hareketli faz
(LC-MS Grade) tamponu hazirlama
Amonyum Format Sigma LC-MS hareketli faz
(LC-MS Grade) tamponu hazirlama
Amonyum Asetat
(LC-MS Grade)
G1969-85000 ESI-TOF Agilent MS tune ¢ozeltisi

Tuning Mix

Cizelge 3. 2. Tez calismalari kapsaminda kullanilan cihaz ve yazilimlar.

Cihaz, Yazilim ve Sarf

Malzemeleri

Marka

Kullanim Amaci

Q-TOF/IMS

Agilent 6530

Metabolit profilleme,
hedeflenmis

metabolomik

UPLC

Agilent 1260 Infinity

Metabolit profilleme,
hedeflenmisg
metabolomik
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LC-Q-TOF-MS kontrol

Mass Hunter Agilent
yazilimi
. Metabolit eglestirme ve
XCMS Ucretsiz Yazilim _
profilleme
' . MS dosya uzantisi
ProteoWizard Ucretsiz Yazilim o
donusturtcu
XCMS programinin
‘R’ istatistik programi Ucretsiz Yazilim calismasi igin
kullanilan yazilim
Labconco
o Refrigerated Numune ve gozeltilerin
Vakum santrifQj _
CentriVap ugurulmasi
Concentrator
Zorbax HILIC Plus )
_ Agilent HPLC Kolonu
(2.1 x 50 mm, 1.8-Micron)
X Select C18
Waters HPLC Kolonu

(4.6 x 100 mm, 3.5-Micron)

3.1.4. LC-Q-TOF-MS Analizlerinde Uygulanan Metodoloji

Calismalar, Agilent 1260 Infinity Ultra Performansli Sivi Kromatografisi (UPLC) ve
Agilent 6530 Ucgus Zamanli Kuitle Spektrometresi (Q-TOF/MS) cihazlarinda
gerceklestiriimistir.  Firmanin  “Agilent MassHunter” isimli  ticari yazihimi
kullanilmigtir. 1260 Infinity UPLC sistemi, otomatik pompali ve otomatik enjektorlt
bir sistemdir. Yazihm araciligiyla kolon firini sicakligi kontrol edilebilmektedir.
UPLC sistemi, kutle spektrometre cihazi ile baglantiyi elektrosprey iyonlastirici
(ESI) bashgr aracilig ile gerceklestirmektedir. Sistem kurutucu gaz olarak azot
gazini kullanmaktadir, bu sebepten cihaza bagdli bir azot jeneratéri mevcuttur. LC-
Q-TOF-MS sistemi icin gerekli vakum ortaminin saglanabilmesi igin on vakum
cihazi (kaba vakum) ve vyuksek vakum igin ikinci bir vakum sistemi

kullaniimaktadir.
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1) Analiz i¢in yapilan ilk igslem gerekli kimyasallarin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasidir.
Sivi kromatografisi hareketli fazi olarak asetonitril ve 10 mM pH 5 amonyum asetat
tamponu kullanilmigtir. 77.08 mg amonyum asetat iceren c¢ozelti 1 litreye
tamamlanmis ve fosforik asit kullanilarak ¢ozeltinin pH’1 5 olarak ayarlanmistir. LC-
Q-TOF-MS cihazi icin referans ve kalibrasyon ¢ozeltileri Agilent firmasindan temin
edilmistir.

2) LC-Q-TOF-MS cihazi, her acilisinda bir saat kadar hareketli faz gegisi ile
yikamaya birakilmistir. Slre sonunda cihazin vakum, kurutucu gaz ve kapiler
voltaji deg@erleri kontrol edilerek cihazin kutle analizérunu kalibre ettigi ‘autotune’
islemi denilen basamaga gegcilmistir. Cihaz “autotune” isleminde firmadan temin
edilen tune c¢oOzeltisine gore kendisini otomatik olarak kalibre etmekte ve
kalibrasyon degerlerini veren “Tune Raporu” isimli bir dosya olusturmaktadir. Bu
degerlerin 0.1  ppm’lik sapmanin altinda olmasi durumunda cihazin
kalibrasyonunun basarili oldugu kabul edilir.

3) Daha sonra, kullanilacak Zorbax HILIC Plus kolon takilarak 1 saat kadar
hareketli faz gegirilir. Cizelge 3.3.’de cihaz parametreleri verilmistir.

4) Enjeksiyonlar iki tekrarli olarak yapilmistir. 25 dakikalik bir analiz suresiyle %10
asetonitril ile baslayip, 13. dakikada %90 asetonitril oranina ulasan, daha sonra
20. dakikada baslangi¢c kosullarina donen ve 5 dakikalik “post-run” suresi igeren
bir gradient programi kullaniimistir.

5) Ornekler ayni anda hazirlanmis ve analiz sirasindan kaynakli varyasyonlarin

onune gegcmek amaciyla karisik siralamada enjeksiyonu yapilmistir.

Cizelge 3. 3. LC-Q-TOF-MSparametreleri.

Kolon Zorbax HILIC Plus
Enjeksiyon Hacmi 10 L

MS Tarama Araligi 100-1700 m/z
Kurutucu Gaz Sicakligi 350 °C
Kurutucu Gaz Akisi 10 L/dakika
Kurutucu Gaz Basinci 45 psi
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Kapiler Voltaji

4000 V

Kolon Sicakhgi

25 °C

Akis Hizi

0.2 mL/dakika
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4. DENEYSEL

4.1. Ham Veri Dosyasi Hazirlanmasi

Hacre kalturd calismalart icin MDA-MB-231 meme kanseri hucre hatlari ticari
olarak temin edilmigtir. “Gere¢ ve Yontem Bolimi’nde” s6z edildigi Uzere daha
onceden uretilmis siklodekstrin nanopartikillerden F1 kodlu olani, hicre kaltiri
ortaminda g¢ogaltlan MDA-MB-231 hucrelerine uygulanmigtir. Bu c¢alisma
sonrasinda ¢ogalmada (proliferasyonda) azalmanin gézlendidi grup islenmis grup
olarak (T Grubu) tanimlanmistir. islenmis grup (T Grubu) ile hicbir sekilde islem
gormemis kontrol grubuna (C Grubu) ait hldcre hatlar Gzerinde metabolomik

calismalar gergeklestirilmigtir.

Metabolomik c¢aligmalar i¢in kaynaklardaki yontemde belirtildigi sekilde
ultrasantrifij teknidi ile filtrelenerek metabolit ¢dzeltileri hazirlanmistir. Numuneler,
“Gereg ve Yontem BolumiU’nde” altinda belirtildigi sekilde LC-Q-TOF-MS ile analiz
edilmistir [65]. Daha sonrasinda optimum sayida farklilastigi tespit edilen metabolit

piki farkli biyoenformatik yaklagsimlardan yararlanilarak profillenmeye c¢alisiimistir
[3].

LC-Q-TOF-MS cihazindan elde edilen ham veri (6’sar adet T ve C grubu analiz
sonuglari) sirasiyla XCMS CentWave ve MatchedFilter metabolit profilleme
programlari ile analiz edilerek metabolitlere ait pikler tanimlanmaya calisiimistir
(Sekil 4.1.).

Home MRM Databases~  Create View XCMS XCMS Stored  Account  Toolbox  Help~ Logout [ isilvarols... ]
Job~ Results Public Institute Datasets

ACcms

The original and most widely used metabolomic and lipidomic platform

Latest News and Articles

Sekil 4. 1. XCMS arayuzu.
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Analiz iglemi sirasinda kullanilan her bir algoritma igin farkli parametreler
denenmigtir (6rnegin pik genigsligi, pik yuksekligi, kutle/ylik oranina ait standart
sapma vb.) ve T ve C gruplari icin farklilastigi tespit edilen olasi metabolit pikleri

tespit edilmigtir.

4.1.1. CentWave Algoritmasi

T ve C grubu igin veri setlerinin XCMS Uzerinde CentWave algoritmasi ile analiz
edilmesi amaciyla “Create Job” ana menusu Uzerinden T ve C grubu veri setleri
XCMS’e eklenmis (Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.), parametre degerleri ppm degeri igin
10, minimum pik genisligi i¢cin 5 ve maksimum pik genisligi icin 12 olarak girilmigtir
(Sekil 4.4).

X Upload Dataset 1 - Google Chrome

& Guvenli | https://xcmsonline.scripps.edu/upload/index.php?datasetorder
1D:305315
Save Dataset & Proceed

1. Select only .mzXML, .mzData, mzData XML, mzML, _netcdf, .cdf, .d.zip, .wiff/ wiff.ccan files
(More info: mats)
ploaded you can close this window. (button abave)

ex files, please upload the both the wiff and the wiff.scan

Storage Quota Usage (25.04 GB):
0.00%

Dataset Name: Dataset 1

BROWSE

Sekil 4. 2. CentWave C grubu veri seti girigi.
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X Upload Dataset 2 - Google Chrome

@ Glvenli | https://xcmsonline.scripps.edu/upload/index.pt
1D:305317
Save Dataset & Proceed

Storage Quota Usage (25.04 GB): Selact only

(More info: File n
0.200% 2. After sampl ploaded you can close this jow. (button above}

For ABSciex please upload the both the nd the wiff.scan

N Dataset 2

BROWSE

Sekil 4. 3. CentWave T grubu veri seti girigi.

A https://xcmsonline.scripps.edu/parameters2.php?action=create&edit=1&base=1&runuser=22639&context=1&jobid=1205634 - Google Chrome

& Givenli | hitps//xcmsonline scripps.edu/parameters? ti atede & &run 226398.cont

View/Edit Parameters for Job

Polarity is defined on the General tab and will affect values on the Annotation and Identification (adducts) tabs. Job results will be misleading if this value is not
comectly defined

You created a new parameter set but it will not be saved unless your click Save Current below

General Feature Detection Retention Time Correction Alignment Statistics Annotation Identification Visualization Miscellaneous ‘

Method: centWave v
Option Note

ppm maximal tolerated m/z deviation in consecutive scans, in ppm (parts per million)

minimum chromatographic peak width in seconds

note: must be less than max peak width. See also here
maximum chromatographic peak width in seconds

note: must be greater than min peak width. See also here

® Delete @ Cancel

minimum peak width

maximum peak width

» View Advanced Options

Sekil 4. 4. CentWave algoritmasi igin parametre girisi.

Sekil 4.5.’de goruldugu tUzere XCMS’e yuklenen T ve C grubu veri setleri segilen
parametrelerle CentWave algoritmasi ile analiz sonuglarinin alinmasi igin is girisi

yapimigtir.
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ttps://xemsonline.scripps.edu,

View XCmMs XCMS Stored Account  Toolbox  Help~ Logout [ isilvarol8... |
Results Public Institute  Datasets.

Job Name: | cantwave|

308330
offles: 2

Sekil 4. 5. CentWave algoritmasi igin i girisi.

4.1.2. MatchedFilter Algoritmasi

T ve C grubu igin veri setlerinin XCMS Uzerinde MatchedFilter algoritmasi ile
analiz edilmesi amaciyla “Create Job” ana menusu uzerinden T ve C grubu veri
setleri XCMS’e eklenmis, parametre degerleri step degeri igin 0.1 ve “pik yari
yuksekligindeki pik genisligini” ifade eden FWHM (full width at half maximum)
degeri icin 30 olarak girilmigtir (Sekil 4.6).
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https://xcmsonline.scripps.edu/parameters2.php?action=edit&edit=0&base=403528&runuser=undefined&context=1&jobid=1205653 - Google Chrome - =

tps://xemsonline.scripps.edu/paramet editie 403528 1 efined® ext=18& 1=1205653

View/Edit Parameters for Job

Polarity is defined on the General tab and will affect values on the Annotation and Identification (adducts) tabs. Job results will be misleading if this value is not
comectly defined.
The current parameter sef is read-only. Use Create New button below to modify parameters to suit your job

General | Feature Deleclion | Retention Time Comection | Alignment | Statistics | Annotation dentfication | Visualization | Miscellaneous

Find peaks in the chromatographic time domain of the profile matrix using "maiched

Method:| matchedFilter v oo 2 . ?
fiter" method

Option Note:
slep size o use for profile generation

full width at half maximum of matched filtration ga model peak

-Gl @ Cancel

Sekil 4. 6. MatchedFilter algoritmasi igin parametre girisi.

Sekil 4.7.’de goruldagu Gzere XCMS’e yuklenen T ve C grubu veri setleri segilen

parametrelerle MatchedFilter algoritmasi ile analiz sonuglarinin alinmasi igin is

girisi yapiimistir.

MRM Databases ~ Create View XCMS XCMS Stored Account Toolbox Help~ Logout [ isilvarol8... |
Job~ Results Public  Institute Datasets

(3)

Datasel 1 |C
matchedfiiter

Based on' param #1 Dataset 2-|T

06323 X 205324 Remember my sedection
es. 2 atas .

Sekil 4. 7. MatchedFilter algoritmasi igin is girisi.
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4.2. CentWave ve MatchedFilter Algoritma Analiz Sonuglarinin
Goruntulenmesi

Veri setlerinin CentWave ve MatchedFilter analizleri igin baglatilan igler gevrimigi
olarak siraya alinmaktadir. isin durumu “View Results” ana meni (zerinden
goruntilenebilmekte olup basarili olarak tamamlanan analizlerin sonucu her bir

algoritma igin Sekil 4.8.’de “View” sekmelerinden goértntilenmigtir.

xemsonline.scripps.edu/i

Home MRM Databases ~ Create View XCMS XCMS Stored Account Toolbox Help~ Logout | isilvarolg... |
Job - Results Publie Institute Datasets

View Jobs v = C x

Share Jobis] Job Grouping Resubmit Job(s Dedete Job(s)

Job Count: 2

Search | Clear

JobName Datasets (ID#) ["control] Created arar ) Group Shared

-GROUP - ¥

C (#305330) S
T (#305332) e centwave (40356)

4564

Shal tchedfi (40352

Sekil 4. 8. CentWave ve MatchedFilter algoritmalari igin analiz sonuglarinin
goruntulenmesi.
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5. SONUGLAR

5.1. Filtrasyon ve Pik Tanimlama

XCMS lzerinde CentWave algoritmasi ile yapilan analiz sonucunda 2758 pik elde
edilirken MatchedFilter algoritmasi ile yapilan analiz sonucunda 208 pik elde
edilmistir. “mzmed, mzmin, mzmax ve rtmed, rtmin, rtmax” denilen ve XCMS
tarafindan bulunan deg@erler vardir. Bu degerlerden mzmed, mzmin ve mzmax; C
ve T grubu igin kromatogramlarda herhangi bir pike ait bulunmus olan, daha
dogrusu cihaz tarafindan gozlenmis olan en ortanca, en kiglk ve en buylk
kUtle/ylk yani m/z degerlerini temsil eder. rtmed, rtmin, rtmax ise ayni pik igin
allkonma zamanlarindaki ortanca, en kuguk ve en buyuk bulunan degerleri ifade
eder. Her iki algoritmada bilesenlerin mzmed, mzmin, mzmax ve rtmed, rtmin,
rtmax de@erleri ayni kalacagi i¢in (¢cUnkd en nihayetinde ham veri ortaktir), bu
degerler baz alinarak CentWave ve MatchedFilter algoritmalarinin ham verileri
uzerindeki pikler kesistirildiginde 197 pikin her iki algoritmada ortak oldugu
gorulmustir. 197 pikin 37 adedinin degisimi bir algoritmada azalan; ancak diger
algoritmada artan yonde olmasi sebebiyle degerlendirmeye alinmamis, geriye
kalan her iki algoritmada ortak gorulen 160 pik Uzerinden analizlere devam
edilmistir. Bu da demektir ki; CentWave algoritmasi ile 2758 pik bulundugu halde
ancak bunun 160 tanesi MatchedFilter algoritmasi ile ortak sonuclar ifade
etmektedir. Bu tez calismasinda 160 pikin temel alinarak calismaya devam
edilmesinin sebebi, her iki algoritmanin da hatali bulmus oldugu yani pik oldugunu
disundugu ancak pik olmayan sekillerin bastan gikarilarak gergekten pik olan ve

metabolit piki olan kromatogramdaki sinyaller tizerinden yol devam etmektir.

CentWave algoritmasi analizi sonucunda elde edilen veriler icin anlamlilik dizeyini
ifade eden p degeri 0.05ten dusuk 1321 pik bulunmaktadir. MatchedFilter
algoritmasi sonucu elde edilen veriler icin ise 143 adet p degeri 0.05’ten dusuk pik
bulunmaktadir. Bu da demektir ki; pik olarak tanimlanan sekillerden CentWave igin
%48.9'u, MatchedFilter icin ise %72.5'i istatistiksel anlamda anlamhdir. Yani
gercekten pik oldugu dusunulen ve analizler arasi varyasyona ugramamis pik

sayisi MatchedFilter algoritmasi i¢in daha yUksektir.

CentWave ve MatchedFilter algoritmalarinda elde edilen 160 ortak pik Gzerinde p
degeri 0.05’ten kuguk yani istatistiksel olarak anlamli olanlar incelendiginde ortak

piklerin sayisi 71’e inmistir. Bu 71 adet pik Gzerinden CentWave ve MatchedFilter
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icin her iki analizde de “fold degeri (degisim katsayisi)” 0.5’ten kuguk veya esit
ortak 1 adet pik bulunmaktadir. “Fold degeri (degisim katsayisi)” 2 ve 2’den buyuk
degerler incelendiginde her iki algoritma icin ortak 14 pik elde edilmistir. Sonug
olarak her iki algoritmanin ortak bileseni olan ve F1 kodlu siklodekstirin
nanopartikalin etkisiyle T grubunda azalan 14 pik ve T grubunda artan 1 pik olmak

uzere toplam 15 pike ait liste Cizelge 5.1.’de sunulmustur.

Tespit edilen 15 pikin (14 tanesi artan, 1 tanesi azalan), XCMS Uzerinde pik
sekilleri gozden gegcirildiginde gergek anlamda pik oldugu dugtnulen ve her iki
algoritmada ortak olan 6 pik gorulmastir. Bu 6 pik de T grubunda azalma
goOstermektedir (Cizelge 5.2.). T grubunda artan deder gosteren pikin, pik seklinin
gergek bir pik olmadigi anlagiimistir.

Ozet olarak; CentWave algoritmasi analizi sonucu p degeri 0.05’ten diistik ve fold
degeri 0,5’ten kuguk 295 ve fold degeri 2'den buyuk 180 adet pik bilesen varken
yine MatchedFilter algoritmasi igin de sirasiyla 17 ve 2 adet pik bulunmaktadir. Bu
piklerden sadece 6 tanesi, pik sekilleri incelendiginde gergek bir pike
benzemektedir. Dolayisiyla sadece 6 adet C grubunda azalan pik tespit
edilebilmistir. ilgili sayilar her iki algoritmanin da gizelge Gzerinden birbirlerine gére
avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilabilmesi amaciyla  Cizelge 5.3.de

sunulmustur.

Cizelge 5. 1. CentWave ve MatchedFilter ortak pikler.

Algoritma (D:goilgim p Degeri mzmed | rtmed | Intensite ¢ GXIJ::I Pik ;—isral::r: Pik Kodu
Katsayisi)
CentWave 24,99 3,63775E-06 | 118,0869 | 8,96 | 39150,461 | 603545,035 | 24154,504 M118T9
MatchedFilter 26,11 1,40376E-08 | 118,0869 | 8,96 | 39150,461 | 631004,420 | 24165,028 M118T9
CentWave 2,35 2,77746E-06 | 123,0560 | 10,63 | 41024,926 | 445987,260 | 189457,614 | M123T11
MatchedFilter 2,53 3,62123E-10 | 123,0561 | 10,68 | 41024,926 | 604916,577 | 239188,854 | M123T11
CentWave 26,79 4,21885E-15 | 140,0687 | 8,96 | 45357,738 | 721700,433 | 26934,661 M140T9
MatchedFilter 23,44 2,89657E-12 | 140,0687 8,97 45357,738 | 726879,647 | 31003,819 M140T9
CentWave 0,01 9,86854E-04 | 191,0412 | 8,57 9838,907 0,000 95297,888 M191T9
MatchedFilter 0,41 3,55182E-05 | 191,0412 | 8,67 9838,907 0,000 138251,908 | M191T9
CentWave 3,41 3,50102E-06 | 195,0036 | 9,61 | 16354,289 | 125827,311 | 36931,315 | M195T10
MatchedFilter 3,22 1,45759E-10 | 195,0035 | 9,54 | 16354,289 | 203321,059 | 63120,538 | M195T10
CentWave 11,66 1,95388E-06 | 203,0536 2,23 11118,447 | 136148,316 | 11681,344 | M203T2_1
MatchedFilter 11,92 2,05098E-06 | 203,0537 | 2,20 | 11118,447 | 185465,173 | 15563,735 M203T2
CentWave 6,87 2,83517E-04 | 216,0644 | 9,60 | 12458,429 | 67954,666 9886,948 M216T10
MatchedFilter 8,37 3,32093E-08 | 216,0642 | 9,55 | 12458,429 | 99443,211 | 11885,352 | M216T10
CentWave 21,16 6,72410E-07 | 218,2118 | 1,12 | 29651,678 | 212716,938 | 10053,465 | M218T1_3
MatchedFilter 11,63 6,65246E-07 | 218,2096 1,12 29651,678 | 227794,411 | 19582,746 M218T1
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CentWave 4,51 1,20405E-04 | 253,1019 | 1,18 |123434,305| 545764,558 | 121060,762 M253T1
MatchedFilter 4,61 2,86878E-05 | 253,1020 | 1,17 |123434,305| 640042,618 | 138806,637 M253T1
CentWave 2,70 1,88550E-06 | 260,0283 | 9,61 26670,236 | 217222,748 | 80538,837 M260T10
MatchedFilter 2,53 4,73938E-10 | 260,0282 | 9,54 26670,236 | 353200,870 | 139652,725 | M260T10
CentWave 2,59 1,06470E-07 | 428,0397 | 10,63 | 22999,977 | 245950,729 | 94788,217 M428T11
MatchedFilter 2,72 5,72911E-10 | 428,0413 | 10,67 | 22999,977 | 318395,537 | 117120,781 | M428T11
CentWave 3,37 2,40E-05 613,1627 | 10,74 | 66164,250 | 714934,294 | 211858,233 | M613T11
MatchedFilter 2,75 1,43517E-06 | 613,1623 | 10,60 | 72676,063 | 1647497,871 | 598967,332 | M613T11
CentWave 2,77 1,01524E-03 | 614,1652 | 10,49 | 18576,010 | 201302,293 | 72666,310 M614T10
MatchedFilter 2,77 1,59857E-06 | 614,1649 | 10,62 | 18576,010 | 429601,888 | 155110,110 | M614T11
CentWave 3,25 5,18881E-08 | 664,1201 | 10,63 |143240,906 | 1516772,760 | 467388,466 | M664T11
MatchedFilter 3,08 3,77290E-08 | 664,1200 | 10,68 | 143240,906 | 1798806,219 | 583968,434 | M664T11
CentWave 3,09 5,03137E-06 | 665,1228 | 10,63 | 36441,105 | 400403,223 | 129446,115 | M665T11_1
MatchedFilter 3,02 1,84799E-08 | 665,1226 | 10,67 | 36441,105 | 457710,697 | 151661,620 | M665T11

Cizelge 5. 2. CentWave ve MatchedFilter pik sekillerine gore ortak pikler.

Algoritma (ngilgim p Degeri mzmed | rtmed | intensite ngrzlubu Pik ;fk:::l Pik Kodu
Katsayisi)
CentWave 2,35 2,77746E-06 | 123,0560 | 10,63 | 41024,926 | 445987,260 | 189457,614 | M123T11l
MatchedFilter 2,53 3,62123E-10 | 123,0561 | 10,68 | 41024,926 | 604916,577 |239188,854 | M123T11l
CentWave 21,16 6,72410E-07 | 218,2118 1,12 29651,678 | 212716,938 | 10053,465 | M218T1_3
MatchedFilter 11,63 6,65246E-07 | 218,2096 | 1,12 | 29651,678 | 227794,411 | 19582,746 M218T1
CentWave 4,51 1,20405E-04 | 253,1019 | 1,18 |123434,305| 545764,558 | 121060,762 | M253T1
MatchedFilter 4,61 2,86878E-05 | 253,1020 | 1,17 |123434,305| 640042,618 | 138806,637 | M253T1
CentWave 2,59 1,06470E-07 | 428,0397 | 10,63 | 22999,977 | 245950,729 | 94788,217 | M428T11
MatchedFilter 2,72 5,72911E-10 | 428,0413 | 10,67 | 22999,977 | 318395,537 |117120,781 | M428T11l
CentWave 3,25 5,18881E-08 | 664,1201 | 10,63 |143240,906 | 1516772,760 | 467388,466 | M664T11
MatchedFilter 3,08 3,77290E-08 | 664,1200 | 10,68 |143240,906 | 1798806,219 | 583968,434 | M664T11
CentWave 3,09 5,03137E-06 | 665,1228 | 10,63 | 36441,105 | 400403,223 | 129446,115 | M665T11_1
MatchedFilter 3,02 1,84799E-08 | 665,1226 | 10,67 | 36441,105 | 457710,697 | 151661,620 | M665T11

Cizelge 5. 3. CentWave ve MatchedFilter 6zet sonuglar.

CentWave || CentWave ve MatchedFilter [[MatchedFilter
Ham Veri 2758 197 208
p <0.05 1321 71 143
p < 0.05 ve fold < 0.5 295 14 17
p <0.05 ve fold 2 2 180 1 2
p < 0.05 ve fold = 0.5 degerleri lizerinden gergek pikler 7 6 6
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CentWave ve MatchedFilter algoritmalari kullanilarak XCMS Uzerinde yapilan
analizde C grubuna gore azalma gosteren pikler M123T11 (Sekil 5.1.), M218T1_3
ve M218T1 (Sekil 5.2.), M253T1 (Sekil 5.3.), M428T11 (Sekil 5.4.), M664T11
(Sekil 5.5.), M665T11 1 ve M665T11 (Sekil 5.6.) olmustur.

Extracted lon Chromatogram: 123.0554 - 123.0567 m/z Extracted lon Chromatogram: 123.0554 - 123.0567 m/z
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Sekil 5. 1. CentWave M123T11 ve MatchedFilter M123T11.

Extracted lon Chromatogram: 218.2089 - 218.2133 m/z Extracted lon Chromatogram: 218.1379 - 218,215 m/z
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Sekil 5. 2. CentWave M218T1_3 ve MatchedFilter M218T1.
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Sekil 5. 4. CentWave M428T11 ve MatchedFilter M428T11.
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Sekil 5. 5. CentWave M664T11 ve MatchedFilter M664T1.
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Extracted lon Chromatogram: 665.1195 - 665.1255 m/z Extracted lon Chromatogram: 665.1104 - 665.1256 m/z
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Sekil 5. 6. CentWave M665T11_1 ve MatchedFilter M665T11.

Ancak; bu piklerden Sekil 5.4. ile Sekil 5.6. arasindaki her t¢ pikin de aslinda
algoritmalar sonucu farkli pik olarak tanimlanan ayni pikler oldugu agiktir. Bu
durum bize her ne kadar algoritmalarin isimizi kolaylastirsa da aslinda insan
kontroliine muhtac yapilar oldugunu ortaya koymaktadir. Oysa; her iki algoritma da
bu pikleri alikonma zamani ve Kkitlesi birbirinden farkli pikler olarak

tanimlamaktadir.

Ham verinin yani kromatogramlarin veri analizi yapilabilmesi icin XCMS
algoritmalari ile dizenlenmesi ve tablolar haline getiriimesi aslinda analitik agidan
cok 6nemli bir bilesen olan normalizasyonun 6nune gegmektedir. Soyle ki; XCMS,
her iki grubun da herhangi bir biyolojik varyasyonu olmadigini dislinerek hareket
eder. Oysa T ve C grubu birbirinden tamamen bagimsiz iki gruptur ve igerisindeki
metabolitlerin toplam miktari, proteinlerin toplam miktari dogal olarak birbirinden
tamamen farklidir. Tamamen farkli olan iki grubu karsilastirabilmek igin birbirleriyle
sanki ayni miktarda proteini, metaboliti vb. bileseni iceriyor pozisyona getirmek
sarttir. Bu amagla ya numunelerde bastan protein miktar tayini yapilir ve derigik
olan numune seyreltilir ya da veriler Uzerinden bir normalizasyon islemi

gerceklestirilir.

Veriler Uzerinden normalizasyon yapmak daima daha avantajlidir [66]; ¢unku
numunelerden derigsik olan seyreltiise dahi bu seyreltme numune hazirlama
basamagi, analitik slre¢ vb. suregteki rastgele hatalari normalize edemez. Veri
uzerinden normalizasyon ile ilgili tartismalar sirse de en uygun normalizasyonun,
her bir metabolitin pik alaninin batin metabolitlerin pik alanina bolinmesi oldugu

ile ilgili glncel kaynaklar bulunmaktadir [66]. Bu tez calismasinda da; veri
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Uzerinden normalizasyona gidilmig, C ve T grubu igin her bir metabolitin pik alani,

batin metabolitlerin pik alanina bolinerek normalize edilmistir.

XCMS Uzerinden elde edilen CentWave ve MatchedFilter analiz sonuclar
degerleri arasinda her iki algoritma sonucu ic¢in p degeri 0.05'ten kiguk degerler
uzerinde tum pik alanlarina (dataset hacimlerine) gére normalizasyon yapilarak
yeniden fold degeri hesaplatiidiginda, elde edilen ortak piklerin sayisi
normalizasyon oncesi degerlere gore 1 pik artis gdstermistir. Bu degerin
CentWave ve MatchedFilter sonuglarindaki pik sekli incelendiginde gergek
anlamda pik oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu pikin C grubunda azalan 6 pikten
farkh olarak C grubunda artan bir pik oldugu goriimustir. Tek basina bu sonug
bile normalizasyonun Onemini vurgulamaktadir. Her ki algoritma igin

normalizasyon sonrasi 6zet sonuglar Cizelge 5.4.’de verilmistir.

Cizelge 5. 4. Normalizasyon sonrasi CentWave ve MatchedFilter 6zet sonuglar.

CentWave || CentWave ve MatchedFilter [|MatchedFilter
Ham Veri 2758 197 208
p <0.05 1321 71 143
p <0.05 ve fold 0.5 279 14 16
p <0.05 ve fold 2 2 174 2 2
p < 0.05 ve fold < 0.5 lizerinden gercgek pikler 1 1 1
p <0.05 ve fold = 2 degerleri lizerinden gercek pikler 7 6 6

Cizelge 5.5.de CentWave ve MatchedFilter algoritmalari kullanilarak XCMS
Uzerinde yapilan analizde C grubuna gore azalma gdsteren M123T11, M218T1_3
ve M218T1, M253T1, M428T11, M664T11, M665T11 1 M665T11 ile C grubuna
gore artig gosteren M214T5 pikine (Sekil 5.7.) ait degerler verilmigtir.
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Cizelge 5. 5. Normalizasyon sonrasi CentWave ve MatchedFilter ortak pikler.

Fold
) o T i . C Grubu | T Grubu .
Algoritma | (Degisim | p Degeri | Mzmed |rtmed | Intensite Pik Alami | Pik Alani Pik Kodu
katsayisi)

CentWave 0,45 2,78E-06 | 123,056 | 10,63 | 41024,926 | 1,70E-03 | 7,62E-04 | M123T11

MatchedFilter 0,42 3,62E-10 | 123,0561 | 10,68 | 41024,926 | 2,30E-03 | 9,62E-04 | M123T1l1

CentWave 0,05 6,72E-07 | 218,2118 | 1,12 | 29651,678 | 8,10E-04 | 4,04E-05 | M218T1_3

MatchedFilter 0,09 6,65E-07 | 218,2096 | 1,12 | 29651,678 | 8,68E-04 | 7,88E-05 M218T1

CentWave 0,23 1,20E-04 | 253,1019 | 1,18 |123434,305| 2,08E-03 | 4,87E-04 M253T1
MatchedFilter 0,23 2,87E-05 | 253,102 | 1,17 |123434,305| 2,44E-03 | 5,58E-04 M253T1
CentWave 0,41 1,06E-07 | 428,0397 | 10,63 | 22999,977 | 9,37E-04 | 3,81E-04 | M428T1l1

MatchedFilter 0,39 5,73E-10 | 428,0413| 10,67 | 22999,977 | 1,21E-03 | 4,71E-04 | M428T11

CentWave 0,33 5,19E-08 | 664,1201 | 10,63 | 143240,906 | 5,78E-03 | 1,88E-03 | M664T11

MatchedFilter 0,34 3,77E-08 | 664,12 | 10,68 | 143240,906 | 6,85E-03 | 2,35E-03 | M664T11

CentWave 0,34 5,03E-06 | 665,1228 | 10,63 | 36441,105 | 1,53E-03 | 5,21E-04 |M665T11_1

MatchedFilter 0,35 1,85E-08 | 665,1226 | 10,67 | 36441,105 | 1,74E-03 | 6,10E-04 | M665T11

CentWave 2,10 3,74E-08 | 214,0074 | 4,96 | 24980,391 | 4,23E-04 | 8,89E-04 M214T5

MatchedFilter 2,09 4,05E-07 | 214,0074 | 5,02 | 24980,391 | 5,01E-04 | 1,05E-03 M214T5

Extracted lon Chromatogram: 214.0061 - 214.0086 m/z Extracted lon Chromatogram: 214.0045 - 214.0104 m/z
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Sekil 5. 7. CentWave M214T5 ve MatchedFilter M214T5.

5.2. Onerilen Metabolitler
Tespit edilen metabolit piklerin hangi metabolite ait oldugunun belirlenmesinde
Metlin ve HMDB veribankalari taranmistir. Veri bankasi taramasinda gergekten pik

olduguna;
1) Ham verilerin XCMS CentWave algoritmasi ile iglenmesi,
2) Ham verilerin XCMS MatchedFilter algoritmasi ile islenmesi,

3) Her iki algoritma sonucunda ortak piklerin bulunmasi,
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4) Her iki algortima sonucunda p<0.05 olan istatistiksel olarak anlamli ortak

piklerin bulunmasi,

5) Her iki algortima sonucunda p<0.05, fold<0.5 ve fold=2 olan ortak piklerin

bulunmasi,

6) Pik sekli uygun gorulmeyen piklerin goz taramasi ile atilmasi ve dikkate

alinmamasi,

7) Dikkate alinan pikler i¢in normalizasyon sonrasi p<0.05, fold<0.5 ve fold=2 olan

ortak piklerin tespiti,

sonucu elde edilen 7 pik Uzerinden gidilmigtir. Bu 7 pikin 3 tanesinin ise
algoritmanin isleyis dongusune ait tabiati gereg@i ortak pik oldugu dusunuldagunde
aslinda F1 kodlu siklodekstrin nanopartikilin MDA-MB-231 meme kanseri
hicreleri Uzerine tatbiki sonucu metabolom dizeyinde C grubunda azalma
gosteren 3 pik, C grubunda miktari fazla olan yani T grubunda azalma gosteren 1

pikin hangi metabolitler oldugunun tespitinin 6nemi gorilmektedir.

ilgili piklerin hangi metabolitlere ait oldugunun tespiti icin “mzmed” yani ortanca
m/z degeri Metlin veri bankasina girilmigtir. Metlin veribankasina giris sonucu ilgili
pikin m/z degerine gore onerilen metabolitler Bolum 5.2.1.’de ¢izelgeler halinde

sunulmaktadir.

5.2.1. CentWave ve MatchedFilter Pikleri igin Onerilen Metabolitler
CentWave ve MatchedFilter M123T11 pikleri icin 6nerilen metabolitler Cizelge

5.6.’da verilmigtir.

Cizelge 5. 6. CentWave ve MatchedFilter M123T11 pikleri igin 6nerilen

metabolitler
Isim Metlin
Isonicotinamide 266202
Niacinamide 266633
Benzenediazonium hydroxide 289494
6-Aminopyridine-3-carbaldehyde 289619
1-(Pyridazin-3-yl)ethanone 306414
Acetylpyrazine 316989
Propanedinitrile, (ethoxymethylene)- 335653
2-Pyridinecarboxamide 343391
1-(Pyrimidin-4-yl)ethanone 350775
4-Nitrosoaniline 355995
1-(5-Pyrimidinyl)ethanone 367422
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[14C]-Nicotinamide 391430
3-Pyridinecarboxaldehyde, 2-amino- 392006
4-aminonicotinaldehyde 450090
3-Aminoisonicotinaldehyde 452464
3,5-Dimethyl-1,2-oxazole-4-carbonitrile 459272
Di-2-propynylamine, N-nitroso- 462932
2-methylpyrimidine-5-carbaldehyde 479227
N-(2-Pyridyl)formamide 485284
N-Pyridin-3-yl-formamide 485746
Nitrous amide, N-phenyl- 500161
NSC219505 560526
2-AMINO-4-METHYL-3-FURONITRILE 608536
5-(aminomethyl)furan-2-carbonitrile 611056
5,6-Dihydro-7H-pyrrolo[1,2-c]imidazol-7-one 614030
5-(aminomethyl)furan-3-carbonitrile 629900
2,4-Diazabicyclo[4.2.0]octa-1(6),3-dien-5-one 633804
3-Aminopicolinaldehyde 636874
AGN-PC-ONIATQ 639793
2-Nitrosoaniline 651516

CentWave M218T1_3 ve MatchedFilter M128T1 pikleri icin 6nerilen metabolitler
Cizelge 5.7.’de verilmistir.

Cizelge 5. 7. CentWave M218T1_3 ve MatchedFilter M218T1 pikleri igin dnerilen

metabolitler

isim Metlin
Dodecanoic acid, ammonium salt 289881
Ethanol, 2,2'-(octylimino)bis- 358620
Octanoic acid, compd. with 1-butanamine (1:1) | 359696
Tripropylamine propionic acid salt 376264
Decylamine, acetate 449518
SBB060808 490129
2,2'-[(2-ethylhexyl)imino]diethanol 530256
g;r(ﬁze-d|ethoxyethyl)-n-(propan-2-yl)propan-2- 539828
2,2'-(octan-2-ylimino)diethanol 541001
2-Aminododecane-1,3-diol 658192
5-Amino-2,2,8-trimethylnonane-3,7-diol 697210
Acetic acid--N-pentylpentan-1-amine (1/1) 739575
6,6'-Azanediyldi(hexan-1-ol) 744960
1,1'-Azanediyldi(hexan-2-ol) 753166
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CentWave M253T1 piki icin dnerilen metabolitler Cizelge 5.8.’de verilmistir.

Cizelge 5. 8. CentWave M253T1 piki icin dnerilen metabolitler

Isim Metlin
Hexylthiofos 305220
1(2H)-Naphthalenone, 2-[(3-
fluorophenyl)methylene]-3,4-dihydro- 309589
1(2H)-Naphthalenone, 2-[(2- 309605

fluorophenyl)methylene]-3,4-dihydro-
2-Fluoro-4-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 336906
2-Fluoro-5-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 336912
3-Fluoro-4-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 337026
3-Fluoro-5-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 337030
1-Fluoro-2-(2-methoxyphenyl)naphthalene 342467

1-Naphthalenemethanol, 2-(trimethylsilyl)- 614910
Diethyl {1-

[(trimethylsilyl)oxy]ethenyl}phosphonate 663054
Azulene, 1-(ethylthio)-4,6,8-trimethyl- 640963
3-Phenyl-3,4,5,6,7,8-hexahydro-2H-
cyclohepta[b]thiophene 648557
2-Pentyl-5-phenylthiophene 671785
O-Decyl phosphorothioate 781832

2,2'{[6-(Hydroxyamino)-1,3,5-triazine-2,4-

diyldiazanediyl}di(ethan-1-ol) 833483
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane--hydrogen

bromide (1/1) 866664
4-Phenyl-1-(trimethylsilyl)penta-1,4-dien-3- 878321

one
4-[Dimethyl(phenylsilyl]cyclohex-2-en-1-one | 880293
(Cyclopent-1-en-1-

yDidimethyl(phenyl)silyljmethanone 907871
[3-(E_theny|oxy)-3-phenylprop-l-yn-l- 962917
yl](trimethyl)silane

[(3R)-3-(Ethepyloxy)-3-phenylprop-l-yn-l- 962926
yl](trimethyl)silane

[4-(4_-Methoxyphenyl)but-3-en-1-yn-1- 967858
yl](trimethyl)silane

;F;henyl-S-(trlmethylsﬂyl)penta-l,4-d|en-3- 977267
Dipropyl [2-(ethylsulfanyl)ethenyl]phosphonate | 941325
2-(Undeca-1,3-diyn-1-yl)thiophene 926428
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MatchedFilter M253T1 piki igin dnerilen metabolitler Cizelge 5.9.’da verilmistir.

Cizelge 5. 9. MatchedFilter M253T1 piki i¢in 6nerilen metabolitler

isim Metlin
BENZO[a]PYRENE 44176
Benzo[e]pyrene 70058
Benz[jlaceanthrylene 72923
Benzo[jJfluoranthene 72924
Benz[llaceanthrylene 73042
Benzo[a]fluoranthene 73047
Perylene 73189
Benzo[b]fluoranthene 69964
Benzolk]fluoranthene 69965
Benzo(a)pyrene 265212
Benzo(e)pyrene 280633
Benzo(b)fluoranthene 280939
Benzo(k)fluoranthene 280948
Azuleno(1,2,3-cd)phenolene 286351
Perylene 319057
Hexylthiofos 305220
1_(2H)—Naphthalenone, 2-[(3-fluorophenyl)methylene]-3,4- 309589
dihydro-
1_(2H)—Naphtha|enone, 2-[(2-fluorophenyl)methylene]-3,4- 309605
dihydro-
2-Fluoro-4-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 336906
2-Fluoro-5-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 336912
3-Fluoro-4-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 337026
3-Fluoro-5-(4-methylnaphthalen-1-yl)phenol 337030
1-Fluoro-2-(2-methoxyphenyl)naphthalene 342467
2,4-Pentadien-1-one, 1-(4-fluorophenyl)-5-phenyl-, (2E,4E)- |462398
Diethyl {1-[(trimethylsilyl)oxy]ethenyl}phosphonate 663054
O-Decyl phosphorothioate 781832
[Chloro(dimethylsilyl)ymethylene]bis(trimethylsilane) 886525
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane--hydrogen bromide (1/1) 866664
{[(Chloromethyl)silanediyl]bis(methylene)}bis(trimethylsilane) | 888999
Dipropyl [2-(ethylsulfanyl)ethenyl]phosphonate 941325

CentWave M428T11 piki icin dnerilen metabolitler Cizelge 5.10.’da verilmistir.

Cizelge 5. 10. CentWave M428T11 piki igin dnerilen metabolitler

isim Metlin
Zidovudine diphosphate 3069
Deoxyguanosine diphosphate (dGDP) 3532
Adenosine 3',5'-bisphosphate (PAP) 3533

62



ADP 34522

Adenosine 2',5'-bisphosphate 66062
N-[4-[2-[(3,4-dichlorophenyl)amino]-1,3-thiazol-4-

: 278782
yl]phenyl]butanamide
Adenosine 3'-(trihydrogen diphosphate) 299434
ADP-alpha-32P 391401
Diamminecyclobutane-1,1-
dicarboxylatodihydroxyplatinum(IV) 405371
ST50973908 418888
ZINC01191411 421077
AC1LUNGJ 426567
2'-Deoxyguanosine 3',5'-diphosphate 436742
4I—_|-1-Benzopyran-2-carboxan|I|de, 4-0x0-4'-(2- 448403
thiazolylsulfamoyl)-
Benzeneacetic acid, 4-(4-(3,4-dichlorophenyl)-5-ethoxy-2-

510708

oxazolyl)-, methyl ester
2-[N-(2-methylsulfonyloxyethyl)-3-(trifluoromethyl)anilino]ethyl 546124

methanesulfonate
3-triphenylstannylpropanenitrile 553202
1,1—D|bromo?N,l\_I,N ,N',N",N"-hexaethyl-lambda~5~- 656849
phosphanetriamine
N-(3-Chloro-2,4,6-trinitrophenyl)-9H-carbazol-9-amine 779631
4-(5-Bromothiophen-2-yl)-4-cyclohexyl-1,2-dimethylpiperidin-

3-one--hydrogen chloride (1/1) 788243
2-Amino-4-(3-bromophenyl)-6-[4-fluoro-2- 864991
(methoxymethoxy)phenyl]pyridine-3-carbonitrile

N-[4-(1,3-Benzothiazol-2-yl)-2-fluorophenyl]-7-chloroquinolin- 865997

4-amine

MatchedFilter M428T11 piki icin 6nerilen metabolitler Cizelge 5.11.’de verilmistir.

Cizelge 5. 11. MatchedFilter M428T11 piki icin dnerilen metabolitler

isim Metlin
N-(3-Chloro-2,4,6-trinitrophenyl)-9H-carbazol-9-amine 779631
2-Amino-4-(3-bromophenyl)-6-[4-fluoro-2- 864991
(methoxymethoxy)phenyl]pyridine-3-carbonitrile

CentWave M664T11 piki icin dnerilen metabolitler Cizelge 5.12.’de verilmistir.

Cizelge 5. 12. CentWave M664T11 piki icin dnerilen metabolitler

isim Metlin
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 101
Fenugreekine 93995
Nadide 311969
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Nicotinamide arabinoside adenine dinucleotide 402200
Fura F 434677
N-benzyl-8-(1,2,3,4,7,7-hexachloro-6-octyl-5- 549394
bicyclo[2.2.1]hept-2-enyl)octanamide
2-{[(8,8,9,9,10,10,11,11,12,12,13,13,14,14,15,15,15-
Heptadecafluoro-2,2-dimethylpentadecan-5- 964331
yl)oxy]carbonyl}hydrazine-1-carboxylate

MatchedFilter M664T11 piki icin dnerilen metabolitler Cizelge 5.13.’de verilmigtir.

Cizelge 5. 13. MatchedFilter M664T11 piki icin dnerilen metabolitler

isim Metlin
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 101
Fenugreekine 93995
Nadide 311969
Nicotinamide arabinoside adenine dinucleotide 402200
Fura F 434677
2-{[(8,8,9,9,10,10,11,11,12,12,13,13,14,14,15,15,15-
Heptadecafluoro-2,2-dimethylpentadecan-5- 964331
yl)oxy]carbonylthydrazine-1-carboxylate

metabolit bulunmamaktadir.

CentWave ve MatchedFilter M665T11_1 pikleri icin veribankalarinda onerilen

CentWave M214T5 piki icin dnerilen metabolitler Cizelge 5.14.’de verilmisgtir.

Cizelge 5. 14. CentWave M214T5 piki icin 6nerilen metabolitler

Isim Metlin
E(Sl-ff)mmooxy)pentanmc acid--hydrogen bromide 270911
Sodium D-glutamate 472271
5-[(2-methoxyethyl)thio]-1,3,4-thiadiazol-2-amine | 482133
6-isothiocyanatohexanoyl chloride 560506
piperidine;hydroiodide 636513
Ethyl thiophene-3-carboximidate--hydrogen
chloride (1/1) 638064
Benzenethiol, 2-amino-6-methoxy-, hydrochloride |639816
4,5,6,7-Tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-7-ol--
hydrogen chloride (1/1) 648049
4,5,6,7-Tetrahydrothieno[2,3-c]pyridin-4-ol--
hydrogen chloride (1/1) 648052
1-(2,4-Dimethyl-1,3-thiazol-5-yl)ethan-1-one-- 654423
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hydrogen chloride (1/1)
6-Chloro-4-(propan-2-yl)-2H-1,4-thiazin-3(4H)-one |673893
2-Chloro-4-(propan-2-yl)-2H-1,4-thiazin-3(4H)-one | 673899
2-Amino-1-(5-methylthiophen-2-yl)ethan-1-one--

hydrogen chloride (1/1) 698950
tert-Butyl ethylphosphonotrithioate 753156
5-Chloro-4-fluoro-1H-indole-2-carboxylic acid 766066
2-tert-Butyl-5-chloro-1,2-thiazol-3(2H)-one 768129
5,6,7,7a-Tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-2(4H)- 782905
one--hydrogen chloride (1/1)
4-Nitrosopiperazine-1-carbodithioic acid 817195
6-Chloro-5-fluoro-1H-indole-3-carboxylic acid 817960
Bromanyl--1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (1/1) 847897
4,5,6,7-Tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-2(3H)-one-- 864827
hydrogen chloride (1/1)
1,2,3TTr|methyI-2,3-d|hydro-lH-lmldazoI-l-lum 892801
bromide

(Zl-f:lt/l)ethanesulflnyl)an|I|ne--hydrogen chloride 928177

MatchedFilter M214T5 piki i¢in 6nerilen metabolitler Cizelge 5.15.’de verilmistir.

Cizelge 5. 15. MatchedFilter M214T5 piki icin 6nerilen metabolitler

Isim Metlin
1,3,5-Trinitrobenzene 268205
E(Sl-ff)mmooxy)pentanmc acid--hydrogen bromide 270911
2-Chloro-6-ethoxy-1,3-benzothiazole 302265
6H-1,3,5-Oxathiazine, 4-(4-chlorophenyl)- 315446
2(3H)-Benzothiazolone, 4-chloro-3-ethyl- 394257
2-chloro-4-ethoxy-1,3-benzothiazole 429642

2-Chloro-4-methoxy-7-methyl-1,3-benzothiazole |429680
7-Chloro-5-methyl-2H-1,4-benzothiazin-3(4H)-

one 432440
4-(Chloromethyl)-5-methyl-2-(thiophen-2-yl)-1,3- 497037
oxazole

2(3H)-Benzothiazolone, 6-chloro-3-ethyl- 546802
3-(2-Chloro-ethyl)-3H-benzothiazol-2-one 548312

5-chloro-3-methylsulfanyl-1,3-dihydroindol-2-one | 566606
1,4-Benzoxazepine-5(2H)-thione, 7-chloro-3,4-

. 643646
dihydro-
(32)—6-C_h|oro-3-(methyllmlno)-l,3-d|hydro-2- 646123
benzothiophene-1-ol
é;](é,S-Benzoth|azol-3(2H)-yI)-2-chIoroethan-l- 656894
piperidine;hydroiodide 636513
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4-Chloro-2-ethoxy-1,3-benzothiazole 663958
g;}(é?hIoromethyl)-2H-1,4-benzoth|a2|n-3(4H)- 204008
g;lihloro-Z,3-d|hydro-1,5-benzoth|azep|n-4(5H)- 204701
5-Chloro-6-fluoro-1H-indole-2-carboxylic acid 745978
tert-Butyl ethylphosphonotrithioate 753156
6-Chloro-2-ethoxy-1,3-benzothiazole 757194
_4-Ch|oro-3-(methylsuIfanyl)-l,3-d|hydro-2H- 765647
indol-2-one

_6-Ch|oro-3-(methylsuIfanyl)-l,3-d|hydro-2H- 765648
indol-2-one

5-Chloro-4-fluoro-1H-indole-2-carboxylic acid 766066
6-Chloro-5-fluoro-1H-indole-3-carboxylic acid 817960

5.2.2. CentWave ve MatchedFilter Pikleri icin Onerilen Ortak Metabolitler
CentWave ve MatchedFilter analizlerinde elde edilen pikler igin Onerilen
metabolitler incelenmis ve ortak metabolitler listelenerek Cizelge 5.16.da

siralanmistir. ilgili metabolitlerin Metlin ID kodlari veriimektedir.

Cizelge 5. 16. CentWave ve MatchedFilter pikleri icin dnerilen ortak metabolitler

M123T11 M218T1_3 ve M218T1 | M253T1 | M428T11 | M664T11 | M214T5

Metlin ID Metlin ID M%m Metlin ID | Metlin ID M%m
266202 289881 305220 | 864991 | 101 | 270911
266633 358620 336906 311969 | 745978
289494 359696 336912 402200 | 753156
289619 376264 337026 434677 | 766066
306414 449518 337030 93995 | 817960
316989 490129 309589 964331

335653 530256 309605

343391 530828 663054

350775 541001 781832

355995 658192 866664

367422 697210 941325

391430 739575

392006 744960

450090 753166

452464

459272

462932

479227

485284

485746

500161
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560526
608536
611056
614030
629900
633804
636874
639793
651516

CentWave ve MatchedFilter analizlerinde elde edilen pikler i¢in ortak metabolitler
incelenerek endojen metabolitler filtrelenmistir. Burada amac¢ eksojen
metabolitlerin gbz ardi edilmesi ve hucre igerisinde F1 kodlu siklodekstrin
nanopartikalin yapmis oldugu etkinin ortaya g¢ikarilmasidir. Filtreleme sonucunda
M218T1_3 ve M218T1, M253T1, M428T11, M214T5 pikleri i¢in endojen metabolit
gérulmemis olup M123T11 ve M664T11 pikleri icin elde edilen endojen
metabolitler Cizelge 5.17°’de verilmistir. Her iki metabolit de siklodekstrin

nanopartikdl etkisi sonucu miktari azalan metabolittir.

Cizelge 5. 17. M123T11 ve M664T11 pikleri igcin endojen metabolitler

M123T11 M664T11
isim Metlin ID HMDB ID isim Metlin HMDB ID
Nikotinamid
. . Adenine
Isonikotinamid 266202 HMDBO0060665 . 101 HMDBO0000902
Dinukleotid
(NAD)
Niasinamid 266633 HMDB0001406
Asetilpirazin 316989 | HMDBO0031861

5.2.3. isonikotinamid

Bu bilesik piridinkarboksilik asitler olarak bilinen organik bilesiklerin sinifina ait
olan isonikotinik asit, bir izoniazid metabolitidir. isonikotinik asit, bir piridin halkasi
Uzerinde bir karboksil grubu ile olusan organik bir bilesiktir. Nikotinik asidin bir

izomeridir [67]. isonikonitik asitin molekiiler yapisi Sekil 5.8.’de verilmistir.
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Sekil 5. 8. Isonikotinamid

5.2.4. Niasinamid

Niasinamid veya vitamin B3, koenzim NAD'nin bir bileseni olarak islev gbren
onemli bir bilesiktir. Cogu hayvan bu bilesigi yeterli miktarlarda Gretemedigi icin
diyet alimi yoluyla desteklenmelidir. Niasinamid radyasyon tedavisinin tumor
hicreleri Gzerindeki etkisini arttirmak icin kullanilir. Niasin (nikotinik asit) ve
niasinamid, her ikisi de B3 vitamini olarak etiketlenirken farkli uygulamalara da
sahiptir. Niasinamid, artrit ve erken baslangi¢li tip | diyabetlerde yararl olurken,
niasin yuksek kolesterol duzeylerinin etkili bir reduktorudur [68]. Niasinamidin

molekuler yapisi Sekil 5.9.’da verilmigtir.

Sekil 5. 9. Niasinamid
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5.2.5. 2-Asetilpirazin

1-(2-pirazinil)-etanon veya fema 3126 olarak da bilinen 2-asetilpirazin, aril alkil
ketonlari olarak bilinen bilesiklerin sinifinin bir Gyesidir. Aril alkil ketonlari, ketonlar
R=aril grubu ve R'=alkil grubu olan RC(=O)R' jenerik yapisina sahiptir. 2-
asetilpirazin, suda ¢ozunur ve ¢ok zayif asidik bir bilesiktir (pKa'sina dayanarak).
2-asetilpirazin ekmek kabugu ve talas tadina sahiptir. 2-asetilpirazin, tohum,
kuruyemis ve et gibi gidalarda bulunur. Dondurma gibi dondurulmus sut
urGinlerinde kullanilir. ABD Food and Drug Administration (Gida ve Ilag Dairesi)
tarafindan genel olarak guvenli olarak kabul edilir. 2-Asetilpirazin, kavrulmus
susam c¢ekirdegi aromasinin bir bilesenidir [69]. 2-Asetilpirazinin molekuler yapisi
Sekil 5.10.’da verilmisgtir.

Sekil 5. 10. 2-Asetilpirazin

5.2.6. Nikotinamid Adenin Dinukleotid

Nikotinamid adenin dinukleotit (NAD), glikolizde ve hucresel solunumun sitrik asit
dongusinde yaygin olarak kullaniimaktadir. NADH'de depolanan indirgeme
potansiyeli, elektron tasima zinciri yoluyla ATP'ye donusturulebilir veya anabolik
metabolizma ig¢in kullanilabilir. Bir organizmanin yasamasi i¢in ATP enerjisi
gereklidir. Yesil bitkiler, ATP'yi fotosentez yoluyla alirken, diger organizmalar
hicresel solunumla elde ederler. NAD, pirofosfat baglantisi ile adenosin 5'-fosfata
baglanmis ribosilnikotinamid 5'-difosfattan olusan bir A koenzimdir. Dogada yaygin
olarak bulunur ve alternatif olarak oksitlenmis (NAD+) ve indirgenmis (NADH) bir
elektron tasiyicisi olarak hizmet ettigi sayisiz enzimatik reaksiyonlarda yer alir

[70]. NAD’nin molekuler yapisi Sekil 5.11.’de verilmistir.
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Sekil 5. 11. Nikotinamid adenin dintkleotid

5.3. Metabolomik Verinin MetaboAnalyst Araciligi ile Degerlendirilmesi

Burada amag¢, XCMS ile verilerin degerlendiriimesi sonucu siklodekstrin
nanopartikul etkisi ile nihai olarak degisim goOsterdigi tespit edilen ve el ile
‘manuel” tarama sonucu Onerilerde bulunulan Cizelge 5.19.da sunulan
metabolitlere ait listenin “MetaboAnalyst” ile de tarama yapilarak teyit edilmesi ve

ayrica “manuel” taramadan farkli olarak metabolik yolaklar ile eslestiriimesidir.

6 adet Uzerinde dusunulen ve degisim godzlenen metabolitlere ait liste, Excel
formatinda Sekil 5.12.'ye gére hazirlanmis ve MetaboAnalyst’e girilmistir. Bu
amagcla, MetaboAnalyst altyapisinda “MS Peaks to Pathways” segenegi secilmistir
(Sekil 5.13.). Sekil 5.14.’de verilen parametreleri segerek Sekil 5.12.’deki dosya
yuklenerek sisteme islenmek Uzere iletilmigtir. Sekil 5.15.de belirtildigi sekilde

metabolitlerin “KEGG veribankasi’ndan segilmesi igin komut verilmigstir.
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A B c - File Edit Format View Help
m.z p.value t.score m.z p.value t.score
123,0560 0,00E+00 1 123.0560 0.00E-00
218,2118 0,00E+00 1 218.2118 .Q0E-00
253,1019 0,00E+00 1 253.1019 -00E-00

428.9397 .Q0E-00
664.1201 .00E-00
665.1228 .Q0E-00

428,0397 0,00E+00 1
664,1201 0,00E+00 1
665,1228 0,00E+00 1

Sekil 5. 12. Excel formatinda, degisen metabolitlere ait liste.

.\10121[)0.#\1&11_\*51 - statistical, functional and integrative analysis of metabolomics data

Analysis Analysls

Blomarker Pathway
Analysis Analysis

Targeted or untargeted
Time-series / metabolomics Joint Pathway

wozactor Targeted or annotated RIS

metabolomics

Untargeted metabolomics

Multiple metabolomics data

Network

Power Analysis Integrating other omics Explorer

Biomarker MS Peaks to
Meta-analysis Pathways

Spectral

Analysis Other Utilities

Sekil 5. 13. ilgili piklere ait verilerin MetaboAnayst’e girilmesi 1. Basamak.
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I “= MetaboAnalyst - statistical, functional and integrative analysis

A4
[ 1]
Upload a peak list profile 7]

Mass Accuracy (ppm): 10
Data check
Set parameter | Analytical Mode: ® Positive Mode Negative Mode

View result P-value Cutoff: 02

Metabolic network Choose Data File: Choose File |No file chosen

Download

Exit

Use the example data

An example peak list data obtained from untargeted metabolomics of human

manocyte-derived dendritic cells (moDC) under stimulation by a strain of yellow
Dataset

fever virus (YF17D, vaccine strain) collected using Orbitrap LC-MS (positive

meode, human samples, p.value cutoff: 0.0001)

Sekil 5. 14. llgili piklere ait verilerin MetaboAnayst'e girilmesi 2. Basamak.

MetaboAnalyst - statistical, functional and integrative analysis

Please select a pathway library:

Homo sapiens (human) [MFN]

Homo sapiens (human) [BioCyc]
® Homo sapiens (human) [KEGG]
View result Mus musculus (mouse) [BioCyc]

Metabolic network Mus musculus (mouse) [KEGG]

Download Rattus norvegicus (rat) [KEGG]
Exit

Bos taurus (cow) [KEGG]

Gallus gallus (chicken) [KEGG]

Danio rerio (zebrafish) [KEGG]

Danio rerio (zebrafish) [MTF]

Sekil 5. 15. ilgili piklere ait verilerin MetaboAnayst’e girilmesi 3. Basamak.

MetaboAnalyst degerlendirmesi sonucu ilgili metabolit “m/z degerlerine” karsilik
gelen metabolit listesi Sekil 5.16.’daki gibi bir Excel tablosunda sistemden g¢ikti
olarak alinmigtir. Burada amag¢, daha onceden “manuel” yani el yordamiyla
buldugumuz metabolit listelerini MetaboAnalyst'e buldurmak ve sureci en aza

indirmektir.
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A B = D
Query.Mass Matched.Compound Matched.Form  Mass.Diff
123.056 C00153 M+H[1+] 0.000723533230001294
123.056 C01279 M-NH3+H[1+4]  0.000623533229997975
123.056 C01929 M-NH3+H[14]  0.000623533229997975
123.056 C01950 M+H[1+] 0.000723533230001294
123.056 C02421 M+H[1+] 0.000723533230001294
123.056 C01109 M-H402+H[1+] 0.000823533230004614
123.056 C02221 M+H20+H[1+]  0.000723533230001294
123.056 C02234 M+H20+H[1+]  0.000723533230001294
2.182.118 C02487 M-HCOOK+H[1+] 0.00202353323001603
2.531.019 C01418 M+H[1+] 0.00117646677000494
4,280.397 C00008 M+H[1+] 0.00302353322996396
4.280.397 C00054 M+H[1+] 0.00302353322996396
4.280.397 C00361 M+H[1+] 0.00302353322996396
4.280.397 C03850 M+H[1+] 0.00302353322996396
6.641.201 C00003 M[14] 0.00319999999999254
6.651.228 C00003 M+H[1+] 0.00137646677001158
6.651.228 C00004 M[1+] 0.00200000000006639

4 4 » ¥ mummichog_matched_compound_all ©J

Sekil 5. 16. MetaboAnalyst degerlendirmesi sonucu ilgili metabolit m/z dederlerine
karsilik gelen metabolit listesi.

Elde edilen Excel dosyasi, bu sefer sisteme “Pathway Analysis” sekmesi
kullanilarak yuUklenmistir (Sekil 5.17.). “Pathway Analysis” sekmesine S$ekil
5.16.’daki KEGG metabolit kodlari girilmistir (Sekil 5.18.).

Pathway
Analysis

Joint Pathway
Analysis

Network
Explorer

MS Peaks to
Pathways

Sekil 5. 17. MetaboAnalyst ile molekuler yolak analizi yapiimasi.
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MetaboAnalyst - statistical, functional and integrative analysis

Please enter a one-column compound list:

C00153
C01279
C01929
C01950
C02421
C01109
C02221
C02234
Co2487

Input Type: KEGG ID

Use our example data

Sekil 5. 18. KEGG metabolit kodlarinin MetaboAnalyst’e yuklenmesi.

KEGG metabolit kodlari karsiligi eslesen metabolitlere ait ekran gorintist Sekil
5.19.'da verilmigtir. Burada eslesen metabolitlerden ayni metabolik yolak Gzerinde

olamayanlar yani istatistiksel olarak anlam ifade etmeyenler kirmizi ile isaretlidir.
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HMDB PubChem KEGG Details
Niacinamide HMDB0001406 936

4-Amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine METPAQ166

HMDBO0001341

HMDBO0000960

Query
C00153
Cc01279
Co1929
Co1950
Co2421
Cot109
02221
02234
Co2487
Cota1g
C00008
€00054
00361
Co3850

O
(=1
o
(=]
=]
@

HMDB0000902
HMDBO0000902

HMDB0001487

Sekil 5. 19. KEGG metabolit kodlari karsiligi eslesen metabolitler.
Analiz ciktilari incelendiginde (Sekil 5.20.) eslesen metabolitlerin nikotinat ve

nikotinamid metabolizmasi (Sekil 5.21.) ve purin metabolizmasi (Sekil 5.22.) ile

iligkili oldugu gorulmustar.
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MetaboAnalyst - statistical, functional and integrative analysis of metabolomics data
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0.036

Pathway Impact E”E@ @

Click the corresponding Pathway Name to view its graphical presentation; click Match Status to view the pathway compounds (with matched ones highlighted).

1
Pathway Name Match Status p -log(p) Holm p FDR Impact
0.0046766 5.3652 0.37413 0.37413 0.03977

0.019609 39318 10 0.78436 0.03212

Nicotinate and nicotinamide metabolism

Purine metabolism

Sekil 5. 20. MetaboAnalyst degerlendirmesi sonucu etkilendigi gorulen metabolik
yolaklari gosteren ekran goruntusu ¢iktisi.
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Sekil 5. 21. Nikotinat ve nikotinamid metabolizmasi.
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Sekil 5. 22. PlUrin metabolizmasi

5.4. Sonugclarin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasi kapsaminda “Gereg¢ ve Yontem Bolumui’'nde” anlatildigi tGzere F1
kodlu siklodekstrin nanopartiktl ile eslestirilen MDA-MB-231 meme kanseri
hicreleri Uzerinde siklodekstrin nanopartikillerin sitotoksik aktivitesi metabolom
dizeyinde gosterimeye ve bu amacgla da farkli biyoenformatik teknikler
denenmeye caligiimigtir.

MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri folat reseptorine sahip hucrelerdir. Bu
amagcla hazirlanan F1 kodlu siklodekstrin nanopartikll de folat grubuna sahip bir
nanopartikaldir. Folat grubuna sahip bir nanopartikilin, folat reseptorlt bir
hiicreye uygulanmasi sonucu tezin desteklendigi TUBITAK 1001 projesi
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kapsaminda gercgeklestirilen ¢alismalar ¢ergevesinde 1/16 oraninda seyreltme ile
tatbik sonucu hicrelerde 24. ve 48. saatte Sekil 5.23.°de gorulen degisimler

meydana gelmigtir.

F-1 Uygulanan MDA-MB Hiicreleri

24. saat 48. saat

Sekil 5. 23. F1 kodlu siklodekstrin nanopartikialin MDA-MB-231 hicrelerine 1/16
oraninda seyreltme ile tatbiki sonrasi 24. ve 48. saatte elde edilen hicre
goruntaleri.

Sitozolik fraksiyonlarda “Gere¢ ve Yontem BOlimi’'nde" anlatildigi sekilde
gerceklestirilen LC-Q-TOF-MS analizleri sonrasi elde edilen ham veriler XCMS ile
degerlendirildiginde CentWave icin 2758, MatchedFilter icin 208 pik bulundugu
halde ancak bunlardan ortak olan 6 tanesinin C grubunda azalan metabolit pikleri

oldugu sonucuna varilmis ve Cizelge 5.4. ve Cizelge 5.5."de sunulmustur.

Bu piklerin hangi metabolitlere ait oldugunun tespiti i¢cin dncelikle “manuel” tarama
yapilmis (HMDB ve Metlin veribankalarinda) ve daha sonrasinda eksojen
metabolitler listeden ¢ikarildiginda Cizelge 5.19.°da verilen metabolitlere ait nihai

listeye ulagiimigtir.

Ayni igslem MetaboAnalyst ile de yapildiginda Sekil 5.19.da sunulan ekran
goruntisundeki metabolitlerin ancak piklerle eslestigi ve istatistiksel olarak anlamli

sekilde metabolik yolaklarda goérev aldigi bulunmustur.

Sonug olarak “manuel” tarama ile MetaboAnalyst'in taramasi sonucunda nikotinat

ve nikotinamid metabolizmasi ve purin metabolizmasi ile iligkili oldugu gorulen
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metabolitlerin miktarlarindaki degisim, 24. saatte gozlenmeye baslanan hucre
yapisindaki bozulmalar ile iligkilidir. Bu bozulmalarin ayni zamanda hucrenin

icerisindeki molekuler enerji degisimi ile de eszamanli seyrettigi bilinmektedir.

Dolayisiyla hucrenin degisime ugrayan metabolik yolaklari dogal olarak hayatta
kalim fonksiyonlarini da tetiklemektedir. Hucrelerin folat reseptorine etkili bir
siklodekstrin nanopartikul ile isleme tabi tutulmasi, sitotoksik aktivite ve morfolojik
degerlendirme ile birlikte ele alindiginda metabolom duzeyindeki belirlenen

degisimin anlaml oldugunu gostermektedir.

Bu tez galismasi, metabolomik ¢alismalar igin ham verilerin degerlendiriimesinde,
XCMS Centwave algoritmasi ve MatchedFilter algoritmasinin kesisim kiimesinin
MetaboAnalyst ile iliskilendirildiginde bulunan sonuglarin, sistotoksik aktivite ile
iliskilendirilebilecegini ve dolayisiyla uygulanan biyoenformatik slrecin dogru

calistigini gostermektedir.

lleriki calismalarda istege bagh olarak sadece CentWave algoritmasi ile benzer
degerlendirmeler yapilip daha fazla metabolit Gzerinden etkilesim gdsteren ve

etkilenen farkli metabolik yolaklar da ortaya ¢ikarilabilecektir.
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