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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitil tarafindan onaylanan lisanstistii tezimin/raporumun tamamim veya herhangi bir kismini, basilt
(kagit) ve elektronik formatta argivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alnarak kullandigmmi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erigim Sisteminde erisime agilir.

o Enstiti / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmigtir,

e Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

04/07/2022

Cemil Can EYLEM

1“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda T oplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Actlmasimna Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismantrun Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisii iizerine enstitii veya
il sive ile tezin erigime acilmasimn ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarm kullamldig, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmanus ve internetten paylagiimasi durumunda 3. satuslara veya kurumlara haksiz kazang imkam olusturabilecek
bilgi ve bulgular: iceren tezler hakkinda tez damismarinin énerisi ve enstitii anabilim dalimm uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekeeli karart ile alti ayr agmamak iizere tezin erisime actmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saghk vb. konulara
iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazrlanan lisansiistil tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yénetim kurulu iarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: gergevesinde

muhafaza edilir, gizlilik kararinn kaldirilmas: halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez dantgmanimin Snerisi ve enstitii anabilim dalimin yygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yinetim

kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Eylem, C. C., Glioblastoma Multiforme, Menenjiyom (Birincil) ve Metastaz
(Ikincil) Beyin Tiimérlerine ait Fenotiplerin Belirlenmesinde Kullanilacak
Biitiinlesik Omiks Analizler icin Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Uygulanmasi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Program,
Doktora Tezi, Ankara, 2022. Genotip ve fenotip arasindaki dogrudan nedensel ve
fonksiyonel baglantilar1 géstermek i¢in protein, metabolit ve lipit gibi ara molekiiler
seviyelerin kapsamli seklilde incelenmesi ¢ok dnemlidir. Kapsamli metabolomik ve
lipidomik analizler i¢in birden c¢ok analitik teknige ve analiz kosullarinin
optimizasyonuna ihtiya¢ vardir. Calisma kapsaminda metabolomik analizler es
zamanl olarak GC-MS ve LC-qTOF-MS ile lipidomik analizler ise LC-qTOF-MS ile
gerceklestirilmis ve kullanilan analitik yontemler cesitli deneysel tasarimlar ile
optimize edilmistir. Plazma ornekleri i¢in metanol:su:kloroform (3:1:3, h/h/h), doku
ornekleri i¢in ise metanol:su:diklorometan (2:1:3, h/h/h) metabolitlerin, lipitlerin ve
hatta proteinlerin tiikketilmesi i¢in optimum ¢oziicli karisimlari olarak belirlenmistir.
Doku 6rneklerinin GC-MS temelli metabolomik analizleri i¢in sililleme reaktifinin
inkiibasyon siiresi ve sicakliginin, metoksiamin derisimi-metanol hacmi etkilesiminin,
plazma Ornekleri iginse metoksiamin derisimi ile sililleme reaktifinin inkiibasyon
siresinin ve metanol-metoksiamin hacmi etkilesiminin analiz sonuglarini etkileyen
onemli parametreler oldugu belirlenmistir. LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizler i¢in ucurulan Orneklerin yeniden ¢oziilmesinde kullanilan hareketli faz
bilesiminin hem doku hem de plazma 6rneklerinden yapilan analizlerin sonuglarini
etkiledigi tespit edilmistir. LC-qTOF-MS temelli metabolomik ve lipidomik
analizlerin kromatografik kosullarina etki eden parametreler ise Box-Behnken tasarimi
ile optimize edilmistir. Metabolomik ve lipidomik analizler i¢in gelistirilen analitik
yontemler beyin tiimdrlii hasta gruplart ile kontrol grubunu olusturan bireylerden
toplanan doku ve plazma Orneklerine uygulanmis ve bu tiimorlere ait fenotipler

aydinlatilarak sonuglar klink agidan biitiinciil olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel tasarim, GC-MS, LC-qTOF-MS, metabolomik,
lipidomik
Destekleyen Kurumlar: H.U. B.A.P. Kapsamli Arastirma Projesi (TSA-2020-18566)
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ABSTRACT

Eylem, C. C., Development and Implementation Analytical Methods for
Integrated Omics Analyses to be used to Identify Phenotypes of Glioblastoma
Multiforme, Meningioma (Primary) and Metastasis (Secondary) Brain Tumors,
Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Analytical Chemistry
Program, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2022. A thorough examination of
intermediate molecular levels such as protein, metabolite, and lipid is required to
establish direct causal and functional links between genotype and phenotype.
Comprehensive metabolomics and lipidomics analysis require the optimization of
analysis conditions, as well as the use of multiple analytical techniques. In the thesis,
metabolomics analyses were performed with GC-MS and LC-qTOF-MS, and
lipidomic analyses were carried out with LC-qTOF-MS. The analytical techniques
utilized were optimized with several experimental designs. The optimum solvent
combinations for the extraction of metabolites, lipids, and even proteins were
determined to be methanol:water:chloroform (3:1:3, v/v/v) for plasma samples and
methanol:water:dichloromethane (2:1:3, v/v/v) for tissue samples. For GC-MS based
metabolomics analyses performed with tissue samples; incubation time and
temperature of silylation reagent, methoxyamine concentration-methanol volume
interaction, and for plasma samples; methoxyamine concentration, incubation time of
silylation reagent and methanol-methoxyamine volume interaction, were found to be
important parameters affecting the analysis results. The mobile phase composition
used as reconstitution solution for LC-qTOF-MS based metabolomics analyses was
determined to have a significant effect on the analysis results. The Box-Behnken
design was used to optimize the parameters affecting the chromatographic conditions
of LC-qTOF-MS based metabolomics and lipidomics analyses. The developed
analytical methods were applied to tissue and plasma samples of patients and control
groups. The phenotypes of the tumors were illuminated by comparing them to the
control group, and the results were evaluated in a holistic manner from a clinical point

of view.

Keywords: Design of Experiment, GC-MS, LC-qTOF-MS, metabolomics, lipidomics
Supported by: H.U. S.R.P. Compherensive Research Project (TSA-2020-18566)
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Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiikketilmesi i¢in D-optimal karisim
tasarimina ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi
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Plazma orneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in en yiiksek isteklilik
degerine sahip optimum ¢oziicli karisimini gosteren rampa grafigi

Diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE ¢6ziiciilerinin plazma
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onemli faktorler.
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GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin tiimdrlerinin
biyolojik materyallerden metabolomik ve lipidomik analizleri.

Tastyici gazlarin avantaj ve dezavantajlari.
GC dedektorlerine ait segicilik ve gozlenebilme sinir1 degerleri.
API iyonizasyon tekniklerinin 6zellikleri.

2 faktor (22), 3 faktor (2°) ve 4 faktor (2%) igin iki seviyeli tam faktoriyel
tasarim tablosu.

Ug faktdr i¢in D-optimal karisim tasarimi.

Ug faktér igin Box-Behnken tasarimi

Ornek faktorler ve seviye degerleri.

Ornek regresyon katsayilar1 ve tahmini cevap degerleri.
Tasarimdaki faktorlere ait kodlanmis seviye degerleri.

Kodlanmis seviye degerlerine gore Tablo 2.9.’daki katsayilara ait yeni
degerler.

Metabolomik ve lipidomik ¢aligsmalarin 6rnek hazirlama ve yontem
gelistirme basamaklarina ait DoE uygulamalari

Optimize edilmis GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.
Metabolomik analizler i¢in gradient eliisyon kosullari.

Optimize edilmis LC-qTOF-MS cihaz parametreleri.

Lipidomik analizler i¢in gradient eliisyon kosullari.

Doku 6rneklerinden metabolitlerin tiikketilmesi i¢in D-optimal karigim
tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Doku 6rneklerinden metabolitlerin tiikketilmesi i¢in olusturulan D-
optimal karisim tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

Doku 6rneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Doku 6rneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait ANOVA ve uyum istatistiklerine ait sonuglar.
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Doku orneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri
sonuglart.

Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler igin
Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler igin
Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuclari.

Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan
metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve
istatistiksel analiz sonuglari.

Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiikketilmesi i¢in D-optimal karisim
tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiikketilmesi i¢in D-optimal karisim
tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

Plazma 6rneklerinin tiirevlendirilmesi igin iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Plazma 6rneklerinin tiirevlendirilmesi igin iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait ANOV A ve uyum istatistikleri sonuglari.

Plazma 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Plazma 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi icin iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait ANOV A ve uyum istatistiklerine ait sonuclar.

Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri
sonuglart.

Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuclart.

Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan
metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve
istatistiksel analiz sonuglari.
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GBM hastalarinda istatistiksel olarak 6nemli degisim gdsteren metabolit
ve lipitlerin yer aldig1 yolaklar.

Menenjiyom hastalarinda istatistiksel olarak 6nemli degisim gdsteren
metabolit ve lipitlerin yer aldig1 yolaklar.

Akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii hastalarda
istatistiksel olarak onemli degisim gdsteren metabolit ve lipitlerin yer
aldig1 yolaklar.
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1. GIRIS ve AMAC

Intrakraniyal tiimdr olarak bilinen beyin tiimérii, hiicrelerin kontrol edilemez
sekilde ¢ogaldigi, anormal bir doku kiitlesidir. Beyin tiimdrleri beyin dokusundan
kaynaklanan benzersiz biyolojisi, prognozu ve tedavisi olan bir grup neoplazmi temsil
eder (1). Beyin tiimoérleri yas, cinsiyet, genetik ve cevresel faktorlere bagl olarak
degiskenlik gostermekle birlikte popiilasyonlar arasinda da farklilik géstermektedir
(2). Beyin tiimdrleri genel olarak iyi veya kotii huylu olarak tanimlanir.

Giliniimiizde 150’den fazla farkli beyin tiimorii belgelenmis olup birincil
(primer) ve ikincil (metastatik) olmak tlizere iki ana grubu ayrilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri Merkezi Beyin Tiimorii Kayitlar1 (CBTRUS) na gére menenjiyom en sik
goriilen beyin tiimoriidiir ve birincil beyin tiimdrlerinin  %39’unu  olusturur.
Glioblastoma multiforme (GBM) ise bir y1ldan daha uzun bir ortalama sag kalim orani
ile korkung bir prognoza sahiptir ve kotii huylu birincil beyin tiimorlerinin %49,1’°1ni
olusturur. Metastatik beyin tiimorlerinin ise tam insidansi bilinmemekle birlikte
birincil beyin tiimdrlerinden 10 kat daha yaygin oldugu tahmin edilmektedir (3, 4).
Beyin tiimorlerinin patogenezi ¢ok karmasik olup olusumlarinda ve gelisimlerinde ¢ok
sayida gen ve proteinin rol aldig1 bilinsede mekanizmalar1 hala net degildir. Bunun en
temel nedeni sadece genomik veya proteomik analizlerden elde edilen veri seti ile
sinirl sayida bilgi elde edilmesidir. Sadece bu bilgiler ile hastaliklarin olusumlarina
ve gelisimlerine ait biyolojik mekanizmalar yeteri kadar agiklanamamaktadir.

Giliniimiizde karmasik biyolojik sistemlerin hesaplamali ve matematiksel
modellenmesine olanak taniyan sistem biyolojisi ile hedeflenmemis genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik ve lipidomik gibi karmagsik analizler
gergeklestirerek canli organizmalar hakkinda kapsamli bilgiler ve hastaliklarla iligkili
genler ve molekiiler belirtegler elde etmek miimkiin hale gelmistir (5-8). Sistem
biyolojisi kapsaminda genlerden metabolitlere dogru var olan asag1 akista yer alan her
bir katman biyolojik siireclerle ilgili ayr1 ayr1 farkli bilgiler barindirmakta ve bu
katmanlar igerisinde metabolomun ve lipidomun fenotipi en iyi yansittig
savunulmaktadir (9). Bu noktada biitiinlesik omiks analizlerin (metabolomik ve
lipidomik) kullanilarak beyin tiimorlerine ait fenotiplerin karakterize edilmesi ile
beyin tiimorlerinin erken teshisine yonelik yeni aday biyobelirtecler belirlenebilir,

bireysel tedavi stratejileri gelistirilebilir ve bunlarin etkinligini degerlendirilebilir.



Fenotipleme ve timor biyobelirtecleri lizerine yapilan arastirmalarda minimal
invaziv toplanmasi ve kolay erisilebilirligi nedeniyle siklikla kan plazmasi tercih
edilmektedir. Ancak dogrudan tiimor dokusundan yapilan ¢aligmalara ait sonuglarin
tiimorleri nesnel olarak siniflandirmada, hastaligin sonucunu tahmin etmede ve
optimal tedaviye karar vermede anahtar rol oynadigi savunulmaktadir (6). Bu nedenle
omiks ¢alismalarin hem plazma hem de doku 6rnekleri ile gergeklestirilmesi kapsamli
biyolojik verilere ulagilmasi1 agisindan 6nem arz etmektedir.

Doku ve plazma gibi karmasik biyolojik orneklerde ¢ok ¢esitli miktarlarda,
stabilitelerde ve fizikokimyasal Ozelliklerde biyomolekiiller yer alir (10). Bu
biyomolekiillerin hedeflenmemis biitlinlesik omiks analizleri i¢in farkli tiiketme
protokolleri ile ayn1 6rnegin tekrar tekrar toplanmasi gereklidir. Ancak hedeflenmemis
biitiinlesik omiks analizlerde paralel 6rnek isleme i¢in gereken artan ¢aba, zaman ve
maliyetin yani sira etik kisitlamalar nedeniyle de ¢oklu tiiketme protokolleri i¢in
gereken ornek hacimleri veya miktarlari mevcut olmayabilmektedir (11, 12).

Son yillarda gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ve yiiksek
¢Oziiniirliiklii s1vi kromatografisi-dort kutuplu ugus zamanli-kiitle spektrometresi (HR-
LC-qTOF-MS) gibi gelismis teknoloji iirlinii analitik platformlar karmasik biyolojik
matrislerden hedeflenmemis omiks calismalarin gergeklestirilmesi i¢in essiz araglar
haline gelmistir. GC-MS ve LC-qTOF-MS gibi farkli analitik platformlarin
kullanilmasi ile ayn1 6rnek lizerinde birden fazla 6l¢im yapilabilmekte ve boylelikle
deneysel varyasyon asgari diizeyde tutulup veri dogrulugu ve karsilastirilabilirligi
arttirilabilmektedir (13, 14).

Hedeflenmemis omiks ¢aligmalarda istenen hedefe yonelik analiz sonuglarini
dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilecek birgok faktér bulunmaktadir. Bu nedenle
hedeflenmemis omiks calismalarda gelistirilen analitik stratejiler oldukca onem arz
etmektedir. Bu noktada kemometrik yaklagimlardan biri olan deneysel tasarim
stratejileri hedeflenmemis omiks calismalarin sonuglarini etkileyen ¢ok sayida
faktoriin etkisinin es zamanli olarak daha az sayida deney ile gézlemlenmesine ve
deneysel siireglere ait bilinmeyen etkilerin minimum zaman ve maliyet ile ortaya
cikarilip daha verimli analizler gergeklestirilerek daha kapsamli sonuglar elde

edilmesine olanak taniyan essiz yaklagimlardir (15-17). Ne yazik ki deneysel tasarim



yaklagimlarimin saglik bilimlerinde ve 6zellikle kompleks analizlerin gerceklestirildigi
omiks ¢alismalarda kullanimi giiniimiizde oldukga sinirlidir (18).

Bu bilgiler 151¢1nda tez kapsaminda biitlinlesik omiks analizler (metabolomik
ve lipidomik) ile GBM, menenjiyom ve metastatik beyin tlimdrlerine ait fenotiplerin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Boylelikle tedaviyi bireysellestirerek sonucu 6ngorecek
daha kesin bir beyin tiimorii siniflandirmasi yapilabilmesine ve norosiriirji biyopsisine
veya daha pahali tekniklere ihtiya¢ duyulmadan GBM, menenjiyom ve metastatik
(akciger) beyin tiimorlerinin dogru ve erken teshis edilmesine katkida bulunulmasi
hedeflenmistir. Ayrica elde edilen bulgular ile GBM, menenjiyom ve metastatik
(akciger) beyin tiimorlerine ait yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine ve erken
taniya yonelik yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalara 151k tutmasi amaglanmistir.
Calismanin ardisik hedefi GC-MS ve LC-qTOF-MS gibi gelismis teknoloji tirlinii iki
farkli enstriimental teknigin kullanilmasi ile analiz edilen biyomolekiillerin
kapsaminin arttirilmasidir. Bunun i¢in Oncelikle kemometrik deneysel tasarim
yaklagimlar1 ile hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizler i¢in tek bir
ornekten metabolitlerin ve lipitlerin saglam ve etkili bir sekilde geri kazanilmasina izin
veren ¢ok yonlii ve yiiksek verimli tiilketme yontemi gelistirilmesi planlanmustir.
Ayrica GC-MS ve LC-qTOF-MS ile yapilan hedeflenmemis omiks ¢alismalarin 6rnek
hazirlama ve analiz yontemlerine etki eden bir¢ok faktoriin yine deneysel tasarim
stratejileri ile optimize edilerek kapsamli veriler elde edilmesi hedeflenmistir. Bu
baglamda tez caligmasinin ikinci odak noktasi deneysel tasarim stratejilerinin
uygulanmasi ile gelistirilen analitik yontemlerin ve is akisinin sonraki yapilacak omiks
calismalarin performansinin ve tanimlanan molekiillerin kapsaminin arttirilmasina yol

gosterici olmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser ve Beyin Tiimorleri

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2018 verilerine gére kanser en sik goriilen
6lim nedenlerinden biridir (19). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC)
tarafindan iiretilen ve diinyada 185 iilkede 36 kanser tipine iliskin GLOBOCAN kanser
insidans1 ve mortalite tahminlerine gére 2020 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser
vakasi ve yaklagik 10 milyon kansere bagli 6lim gerceklesmistir (20). Global kanser
vakalarinin 2020 yilina gore %47’lik bir artigla 2040 yilinda 28,4 milyona ulagmasi
beklenmektedir. Farkli kanser tiirleri arasinda beyin tiimorii agresif dogasi,
heterojenitesi ve diisiik hayatta kalma orani nedeniyle hem cocuklarda hem de
yetiskinlerde en 6liimciil ve yaygin olan kanser tiirlerinden biridir (21).

Intrakraniyal tiimor olarak bilinen beyin tiimérii viicudun farkli bliimlerinde
olusan diger tiimorler gibi hiicre anormalliklerinden kaynaklanan ve anormal
hiicrelerin kontrol edilemez sekilde cogalmasi sonucu olusan Kkitlelerdir. Beyin
tiimorleri genel olarak iyi huylu veya kétii huylu olarak tamimlanir. Iyi huylu beyin
tiimorleri yavas bilyiiyen hiicrelerden olusur. Iyi huylu tiimérler mikroskop altinda
neredeyse normal bir goriiniime sahiptir. Iyi huylu bir timér dzellikle beynin pons
veya medulla gibi kritik bir bdlgesinde bulunuyorsa, ¢ok biiyiikse veya kafa ici
basincinda artiga neden olup beyin 6demi ile sonuglaniyorsa yasami tehdit edebilir.
Kotl huylu beyin tiimorleri ise hizli biiyliyen hiicrelerden olusur, invaziv ve yasami
tehdit edicidir. Mikroskop altinda bakildiginda koétii huylu tiimdérlerin goriintiisii
anormaldir (22, 23).

Beyin tiimorleri genel olarak birincil veya ikincil olmak {izere iki ana gruba
ayrilmistir. Birincil beyin tiimorleri beyinde veya merkezi spinal kanalda baglar.
Genellikle lenfatik kanallar bulunmamasi nedeniyle viicudun diger bdlgelerine
yayillma egilimi gostermeyip ¢ok nadir metastaz yaparlar. Metastazlar1 genellikle
beyin omurilik s1vist veya serebral kan dolagimi araciliiyla spinal kordadir (24, 25).
Ikincil beyin tiimérleri ise kolon, akciger, pankreas, cilt, bobrek gibi viicudun herhangi
bir yerinde baslayip arteriyel dolasim araciligiyla beyne yayilim gosterirler. Tim
metastatik beyin tlimoérleri tanimlar1 geregi kotii huyludur ve “beyin kanseri” olarak

adlandirilirlar. Metastatik beyin tiimorleri kanser hastalarimin yaklasik %15’inde



sistemik kanserin hematojen yayilmasinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar (24, 25).
Metastatik beyin tiimdrleri birincil beyin tlimorlerine gore ¢ok daha sik goriilmekle

birlikte bunlar igerisinde en yaygin olani akciger kanserinin beyne metastazidir.
2.1.1. Beyin Tiimorlerinin Simiflandirilmasi

WHO beyin tiimoérlerinin ilk siiflandirilmasint 1979 (26) yilinda yapmis ve
bilimsel gelismelere bagli olarak 1993 (27), 2000 (28) ve 2007 (29) yillarinda
giincelleyerek yenilemistir. 2007 yilina kadar beyin tiimorlerinin siniflandirmasi hiicre
kokeni ve histogeneze dayali olarak yapilmistir. 2014 yilinda Uluslararasi
Noropatoloji Dernegi’nin Hollanda'nin Haarlem kentinde diizenledigi toplantida
molekiiler bulgularin beyin timorii tanilarinda nasil kullanilabilecegine dair kilavuzlar
olusturulmus ve WHO’nun 2007 yilindaki siniflandirmasinin biiyiik ¢apta revizyonu
icin zemin hazirlamistir (30). Bu revizyonun ardindan 2016 yilinda WHO teshis
dogrulugunun arttirllmasinin  yanisira prognoz ve tedaviye verilen yanitin
tyilestirilmesi amaciyla genotipik ve fenotipik faktorlerin es zamanli kullanilmasina
yonelik molekiiler parametrelerin dahil edildigi yeni bir smiflandirma modeli
bildirerek tamamen mikroskopiye dayali ylizyillik tan1 ilkesini bozmustur. Bir diger
deyisle WHO 2016 yilinda ilk kez beyin tiimorlerin siniflandirilmasinda histopatolojik
Ozellikler ile beraber molekiiler parametreleri de kullanarak molekiiler tip temelli bir
ayirima gitmistir (31). Son olarak ise WHO ek molekiiler belirteglerden ve DNA
metilom profillemesi gibi yeni teshis tekniklerinden elde edilen bilgiler ile 2016
yilinda yaptig1r siniflandirmay1 tekrar giincellemis ve 2021 yilinda yeni bir beyin

tiimori siiflandirmasi bildirmistir. (32).
2.1.2. Beyin Tiimérlerinin Derecesi

Tiimorler teshis edildikten sonra genellikle WHO nun siniflandirma sistemine
gore adlandirilirlar. Tiimdr derecesi bir tiimoriin malignite veya saldirganlik diizeyini
siniflandirmanin bir yoludur. Tiimor derecesinin bilinmesi uygun tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi ve sonuglarin 6ngoriilmesi agisindan oldukca 6nemlidir.

Beyin tiimorleri igerdikleri hiicrelerin anormalliklerine gére WHO tarafindan
4 dereceye ayrilmistir. Derece 1 tiimdrler en az kotii huylu olandir ve genellikle uzun

siireli sagkalim gozlenir. Bu tiimorler yavas biiylir ve mikroskopla bakildiginda



neredeyse normal bir goriinlime sahiptir. Derece 2 tiimorler nispeten yavas biiyiir ve
mikroskop altinda biraz anormal bir gériinlime sahiptir. Bazilar1 yakindaki normal
dokuya yayilim gosterip tekrarlayabilir. Derece 3 tiimorler kotii huyludur. Mikroskop
altinda goriiniimleri normal hiicrelerden olduk¢a farklidir. Yakindaki normal beyin
dokusuna yayilim gosterme olasilig1 yiiksektir. Derece 4 tiimorler en koti huylu
olanlardir. Hizla ¢ogalirlar ve mikroskop altinda anormal bir gériiniime sahiptirler. Bu
tiimdrler hizla biiylimelerini siirdiirebilmeleri i¢in yeni kan damarlar1 olustururlar.
Ayrica merkezlerinde olii hiicre alanlar1 vardir. Glioblastoma (GBM) derece 4

tiimoriin en yaygin ornegidir.
2.1.3. Beyin Tiimorlerinin Etiyolojisi

Genellikle beyin tiimorleri igin risk faktorleri karakteristik 6zelliklere sahip
olan veya olmayan katilimcilardaki beyin tiimorii riskini (kohort ¢aligmalar1) veya
beyin tiimdri olan veya olmayan katilimcilarin gegmislerini (vaka kontrol ¢aligmalari)
karsilastiran analitik epidemiyolojik calismalar yiiriitiilerek kesfedilmektedir. Beyin
tiimorleri i¢in risk faktorlerini (genetik ve cevresel) arastiran cesitli calismalar
yapilmis olmasina ragmen etiyolojilerine iligkin bilgiler halen sinirhidir (33).

Beyin timori gelisen cogu kiside aile oykiisii yoktur. Birkag kalitsal genetik
sendrom, birincil beyin tiimorii gelisimi ile iliskilendirilmistir. NF1 (nérofibromatoz
tip 1) geni ile iliskilendirilen ve Von Recklinghausen hastaligi olarak da bilinen
genetik bozukluk beyin veya omurilik tiimorleriyle baglantili en yaygin sendromdur.
Ayrica norofibromatozis tip 2 (NF2), tiiberoskleroz (TSC1 ve TSC2), nevoid bazal
hiicreli karsinom sendromu, Turcot sendromu (APC), Li-Fraumeni sendromu (TP53)
ve Von-Hippel-Lindau (VHL) sendromu dahil olmak iizere c¢esitli kalitsal
sendromlarin beyin tiimorii gelisimine genetik yatkinlik olusturdugu bildirilmistir
(34). Bu bilinen kalitsal genetik sendromlara ek olarak beyin tiimorii riskini artiran
baska kalitsal mutasyonlar da mevcut olabilmektedir.

Beyin tiimorli hastalarin ¢ogunda tanimlanabilir bir ¢evresel risk faktori
saptanmamakla birlikte en iyi bilinen ¢evresel risk faktorii orta ve yiiksek seviyede
iyonize radyasyona maruz kalinmasidir (35). Giinlimiizde radyasyona bagli beyin
tiimdrlerinin ¢ogu diger kanserleri tedavi etmek i¢in kafaya verilen radyasyondan

kaynaklanmaktadir. Ote yandan spesifik kimyasallar veya diger cevresel toksinlerin



beyin tiimorlerine yol actig1 ile ilgili kesin bir bilgi mevcut degildir (1). Ayrica cep
telefonu kullanimi da dahil radyofrekansl elektromanyetik alanlar ile beyin tiimori
riski arasindaki iliskiye dair yapilan ¢aligmalarin ¢ogu bu iliski i¢in herhangi bir kanit
saglayamamigtir. Radyofrekans ve elektromanyetik alanlarin  karsinojenik
olabilecegine dair IARC tarafindan bildiri (36) yaymlanmis olmasimna ragmen
glinlimiizde bu konu halen tartigmalidir. On yil veya daha uzun siire cep telefonu
kullanimu ile iliskili olarak beyin tiimorii olusum riskinde kesin olmamakla birlikte cok
hafif bir artis olabilecegi bildirilmistir. Ayrica, alkol kullanimi, kafa travmasi,
infeksiyonlar (viriisler, toksoplazma gondi), n-nitroso bilesikleri, mesleki maruziyet
(vinil kloriir ve plastik ile ¢alisanlar) beyin tiimoriine neden olan diger 6nemli ¢evresel
faktorlerdir (1, 34).

Birincil beyin tiimorlerinin %5’den az1 genetik yatkinlik sonucu olusmaktadir.
Bu nedenle beyin tiimorii olusum paterni predispozan bir kalitsal hastaliktan ziyade
cevresel nedenleri diisiindiirmektedir. Bu nedenle beyin tiimorlerine ait fenotiplerin

aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar olduk¢a 6nem arz etmektedir.
2.1.4. Beyin Tiimorlerinin Epidemiyolojisi

CBTRUS’a gore GBM ve menenjiyom en sik goriilen birincil beyin timorii
tipleridir (4). 2014-2018 kayitlarina gore menenjiyom 100.000°de 9,12 vaka orani ve
66 yas ortalamasi ile tiim birincil beyin tiimorlerinin %39’ unu ve kétii huylu olmayan
tiimorlerin %54,5’ini olusturur. GBM ise 100.000°de 3,23 vaka orant ve 65 yas
ortalamasi ile tiim primer beyin tiimorlerinin %14,3°linii ve malign primer beyin
tiimorlerinin %49,1’ini olusturur.

Menenjiyomlarin 60 yasindan biiyiik yetiskinlerde teshis edilmeleri daha
olasidir ve goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir. Kadinlarda goriilme siklig
erkeklere gore yaklasik iki kat daha fazladir. GBM ise erkeklerde daha sik goriilmekle
birlikte genellikle 45-70 yas arasi eriskinlerde meydana gelir. GBM tanis1 konulan
hastalar tanidan sonra 12-18 ay siiren ortalama sagkalim ile korkung¢ bir prognoza
sahiptir.

Beyin metastazlari ise ikincil beyin tiimorlerinin ¢ogunlugunu olusturmakla
birlikte insidansinin birincil beyin tiimoérlerinden 10 kat daha yaygin oldugu tahmin

edilmektedir (3). Metastatik beyin tiimorlerinin tam insidanst bilinmemekle birlikte



yilda 200.000-400.000 insan arasinda oldugu tahmin edilmektedir (37, 38). Strong ve
ark. (1)’nin belirttigine gére CBTRUS tarafindan toplanan verilerin metastatik beyin
tiimdrlerinin en sik akciger (%39-56), meme (%13-30), deri (%6-11), kolorektal (%3-
8), bobrek (%2-6) veya bilinmeyen (%2-14) primer malignitelerden kaynaklandigini
bildirmistir. Tipik olarak akciger kanseri teshisi konulduktan birkag¢ ay sonra (ortalama
4 ay) beyin metastazi ortaya ¢ikar. Birincil timor bolgesi bulunmadan metastatik beyin
tiimori tanis1 konulan hastalarin ticte ikisinde akciger kanseri gelisir. Bununla birlikte
beyin metastazi kesfedildigi anda akciger kanserinin de teshis edilmesi nadir degildir
(39).

T.C. Saglik Bakanlig1 Istatistiklerine gore Tiirkiye’de beyin ve diger merkezi
sinir sistemi kanserlerinin oraninin 100.000 kiside erkeklerde 5,7, kadinlarda ise 4,2

oldugu bildirilmistir.
2.1.5. Beyin Tiimorlerinin Patogenezi

Yetiskinlerde en sik goriilen beyin neoplazmi olan GBM oli timor
hiicrelerinin varlig1 ile tanimlanan, hizla biiyiiyen, olduk¢a kotii huylu (derece 4) bir
timordiir. Timor agirlikli olarak anormal astrositik hiicrelerden olusur. Ancak ayni
zamanda farkl: hiicre tiplerinin (kan damarlar1 dahil) ve 6lii hiicre alanlarinin (nekroz)
bir karisimini da igerir. GBM infiltratiftir ve beynin yakin bolgelerine saldirir. Bazen
korpus kallozum yoluyla beynin kars1 tarafina da yayilabilmektedir. Beynin digina
yayilmasi ise son derece nadirdir.

Glioblastomalar' genellikle ya izositrat dehidrogenaz (IDH)-vahsi tip ya da
IDH-mutant olarak teshis edilir (31). IDH-vahsi tip glioblastomalar daha yaygindir,
daha agresif olma egilimindedir ve IDH-mutant glioblastomalardan daha k&ti
prognoza sahiptir. IDH mutant glioblastomalar tiim glioblastomalarin yaklasik
%10’unu olusturur. O°-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) promotdrii
glioblastoma tanisinda 6nemli bir belirtegtir ve tiim hiicrelerdeki genlerin stabilitesi
icin dnemlidir. Metillendiginde inaktive olur. DNA fazlasiyla hasar goriip hiicreler

61diigii icin bu kanser hiicrelerini belirli kemoterapi ilaglarina karst daha duyarl hale

! WHO siniflandirma sistemine gére GBM artik glioblastoma olarak adlandirilmaktadir.



getirir. Bu nedenle MGMT kemoterapi ile ilgili tedavi kararlarina rehberlik etmektedir
(40).
GBM vakalarinda IDH 1 - IDH 2 ve tiimér proteini 53 (TP53) mutasyonlar:
(41), MDM2 (42) ve epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) gen ekspresyonlari
(43), MGMT promotor metilasyonu seviyeleri (41), kromozom 10 heterozigotluk
kayb1 (LOH q10) (44) ve sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A ve 2B (CDKN2A ve
CDKNZ2B) (45) mutasyonlar1 bireyin prognozunu belirlemeye yardimei olmada ve
tedaviye yanit1 tahmin etmede molekiiler amagli kullanilan en 6nemli belirteclerdir.
Menenjiyomlar tiim birincil beyin tiimorlerinin yaklasik tigte birini olusturan,
beyni ve omuriligi kaplayan doku tabakasindan kaynaklanan ¢ogu iyi huylu ve yavas
biiyliyen tlimorlerdir (46). Menenjiyomlarin genel derecesini tanimlamak i¢in iyi
huylu (derece 1), atipik veya anaplastik (derece 2 ve 3) terimleri kullanilir. Derece 2
tiimorler menenjiyomlarin %10-15’ini olusturur. Derece 3 menenjiyomlar oldukca
nadir (%]1-3) olmalarina ragmen oldukc¢a agresif olabilir. Hizla biiyiir ve beyin ve
omurilige yayilmasi muhtemeldir. Timor genellikle ameliyatla tamamen
cikarilamadigt i¢in prognozu derece 1 menenjiyomdan daha kotiidiir.
Menenjiyomlarin biiyiik cogunlugu (binde birden az) nadiren metastaz yapar (1).
Menenjiyomlar ¢ogunlukla i¢e dogru biiyiir ve beyin veya omurilik iizerinde
baskiya neden olmakla birlikte bazen kafatasina dogru da biiyliyerek kalinlasmaya
neden olabilir. Farkli beyin veya omurilik hiicrelerinden olusabilir. Genellikle
herhangi bir semptom gdstermeden yavas biiyiidiigii icin her zaman acil tedavi
gerektirmezler ve zamanla izlenebilirler (1). Vakalarda en sik gozlemlenen genetik
degisiklik tiimor biliylimesinin baskilanmasinda rol oynayan kromozom 22’nin
kaybidir. NF-2 geninde mutasyon bulunan hastalarin yaklasik %50’sinde menenjiyom
goriliir (47). Ayrica trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDFGR), EGFR, DALI,
SMO (krvrilmis sinif alicis1), AKT1 (alfa serin/treonin-protein kinaz), TRAF7 (TNF
reseptoril iliskili faktér 7) ve mTORCI (rapamisin kompleksi 1’in mekanik hedefi)
menjiyomlarla iliskilendirilen 6nemli molekiiler belirteclerdir (48-51). Bazi
menenjiyom tiirlerinin progesteron, androjen ve daha az yaygin olarak ostrojen gibi
seks hormonlari ile etkilesime giren reseptorlere sahip oldugu bildirilmistir (52).
Metastatik beyin tiimorleri genellikle asil tiimor lokasyonunda veya birincil

bolgede bulunan ayni tip kanser hiicrelerinden olugsan merkezi sinir sisteminin (CNS)
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en yaygin maligniteleridir. Beyin metastazi tek bir tiimdr veya coklu tiimorler olarak
ortaya ¢ikabilir. Tipik olarak metastatik beyin tlimorleri hematojen olarak veya bitisik
dokunun dogrudan istilas1 yoluyla go¢ eden birincil tiimor hiicrelerinden kaynaklanir.
Prognoz sadece bir beyin metastazi olan, kafa i¢i basincinda artig olmayan, birincil
kanserin dogru bir sekilde tanimlandig1 kontrolsiiz sistemik hastalig1 olmayan kisiler
i¢cin olumludur (53).

Bunlarin ig¢inde yonetilmesi ¢ok zor olan akciger kanseri tiim beyin
metastazlarinin yaklasik %50’sinden sorumludur. EGFR, KRAS (Kirsten fare sarkom
virilisli), ALK (anaplastik lenfoma kinaz), TP53 mutasyonlar1 ile programli hiicre 6liim
proteini 1 (PD-1) ve programli hiicre 6liim ligand 1 (PD-L1) akciger kanseri beyin

metastazi ile iliskilendirilen 6nemli belirteclerdir (54).
2.1.6. Beyin Tiimorlerinin Tanisi, Tedavisi ve Prognozu

Beyin tiimorlerinin tani ve takibi i¢in en sik kullanilan goriintiileme yontemleri
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiilemedir (MRI). Beynin
anatomik ve yapisal durumu hakkinda standart MRI ile bilgi elde etmek miimkiin iken
difiizyon, fonksiyonel, perfiizyon ve manyetik rezonans spektroskopisi (MRS) gibi
ileri MR spektroskopisi yoOntemleriyle tiimoriin metabolik-biyokimyasal yapisi,
yayginligi ve tiirli hakkinda da bilgi elde edilebilmektedir. Ek olarak pozitron emisyon
tomografi (PET) ve tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) taramalari
heniiz beyin tiimdrlerinin tanisi i¢in rutin olarak tercih edilmese de tlimor derecesini
tahmin ederek BT veya MRI’dan elde edilen bilginin tamamlayicis1 olarak
kullanilmaktadir. Bazen bir beyin tiimoriinii kesin olarak teshis etmenin tek yolu ise
biyopsidir. Beyin cerrah1 biyopsi yapar ve patolog tiimoriin iyi huylu mu yoksa kotii
huylu mu oldugunu belirleyerek kesin tan1 koyar ve WHO siniflandirma sistemine
gore derecelendirir. Biyopsi sonuglarina gore benzer goriinen ancak farkli davranan
tiimdrler ayni histolojik siniflandirma grubunda yer alabilmektedir. Bazen tlimoriin
tan1 konulamayan kisimlar1 veya daha az kétii huylu kisimlar1 6rneklenir ve bu durum
tiimor derecesinin belirlenmesinde yanilgiya sebep olur. Ayrica biyopsi sirasinda %6-
12 araliginda kanama ve beyin sismesi gibi komplikasyonlar gelistigi ve morbidite ile
mortalite oranlarinin sirastyla %6-12 ve %0-1.7 araliginda degistigi bildirilmistir (55,
56).
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Beyin tiimorii tedavisinde cerrahi operasyonlarin yani sira kemoterapi,
stereotaktik radyocerrahi, radyoterapi ve semptomatik tedaviler de uygulanmaktadir.
Sunulan temel tedavi yontemleri hastanin klinik durumuna, tlimoériin tipine, boyutuna
ve ayrica lezyonlarin sayisi, derinligi ve kiitlesine bagli olarak tek basina ya da
kombine olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle tedavinin her hasta ig¢in
kisisellestirilmesi ve hastanin tibbi durumu ile viicudun herhangi bir yerindeki
kanserin kapsaminin gz 6niinde bulundurulmasi énem arz etmektedir (57).

Beyin tiimérlerinin patogenezi ¢ok karmasiktir. Insan Genomu Projesi’nin
yayinlanmasi ve genotipleme teknolojisindeki gelismelerle birlikte bilim adamlari
arttk insan viicudunda bulunan bir milyonun iizerinde genetik varyanti
tanimlayabilmekte ve su soruyu sorabilmektedir: “Bu kalitsal genetik varyantlardan
herhangi biri beyin tiimorii riski ile iliskili mi?”

Gelisen teknoloji ve analiz yontemleri ile birlikte bazi tiimorlerin yalnizca
temel tiimor tipini veya WHO derecesini bilmekten daha bilgilendirici olan ek
ozelliklere sahip oldugu kesfedilmistir. Bu oOzellikler bir hiicre reseptoriindeki
degisikliklerin, spesifik bir protein Uriiniiniin, bir mutasyonun veya bagka bir
molekiiler/genetik  degisikligin sonucu olabilmektedir. Bu 6zellikler tlimoriin
goriiniimili, dogal Oykiisli, tedaviye verilen yanit, klinik deneylerin mevcudiyeti,
semptomlar ve sonuglara iliskin tarihsel anlayis1 gelistirmektedir. Bu 6zelliklerin
bireysel hastalar igin “gercek zamanli” tedavi kararlarina uygulanmasina
kisisellestirilmis tip ad1 verilmektedir.

Son yillarda yiiksek teknoloji iirlinii enstriimental cihazlarin gelisimi ile ortaya
¢ikan molekiiler veriler beyin tiimorlerinin patogenezinde genomik ve epigenetik
faktorlerin 0nemini gostermektedir. Ancak beyin tiimorlerinin olusumlarinda ve
gelisimlerinde ¢ok sayida gen ve protein rol aldig1 bilinse de mekanizmalari hala net
degildir. Giiniimiizde beyin tlimdrlerinin davraniglarini, patogenezlerinde rol oynayan
mekanizmalari, hastalarin prognozlarini ve tedaviye verecekleri yaniti belirlemede
bireysel ve kisisellestirilmis tibbin temelini olusturan teshis ile tedavide potansiyel
kullanimlarinin yani sira tedavilerin etkinligini izlemek i¢in arastirilmaya devam
edilen biyobelirte¢ ¢alismalarindan yararlanilmaktadir (58). Timor kaynakl
biyobelirtegler kanda veya beyin omurilik sivisinda biriken niikleik asitleri, proteinleri

ve timor kaynakli hiicre dis1 vezikiilleri igerir ve su anda mevcut olan biyobelirteglerin
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onemli sinirlamalart vardir (58, 59). Bu nedenle tiimor davranisini ve niiks riskini
tahmin etmedeki 6nemli belirsizligin iistesinden gelmek ve tanida kullanilabilecek
yeni biyobelirteclerin kesfi i¢in fenotipi en iyi yansitan metabolomik ve lipidomik
profillerin ayrintili sekilde ortaya ¢ikarilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu bilgiler 15181inda tez ¢alismasi kapsaminda arastirilan ve yaklasik bir yil
ortalama sagkalim orani ile k6tii huylu primer beyin tiimorlerinin %49,1’ini olusturan
GBM, en sik goriilen ve birincil beyin tiimdrlerinin %39’unu ve kétii huylu olmayan
tiimorlerin %54,5’ini olusturan menenjiyom ile en sik goriilen ikincil beyin timorii
sinifinda yer alan akciger metastazina ait fenotiplerin ve farklilasan yolaklarin sistem
biyolojisi yaklagimi biitiinlesik omiks analizler (metabolomik ve lipidomik) ile
belirlenmesi klinik alanda kisisel tedavi stratejilerinin daha ileri boyutlara
taginabilmesi, tan1 ve teshiste daha kesin sonuglara ulasilabilmesi ve prognoza

potansiyel olarak yardimc1 olunabilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir.

2.1.7. Beyin Tiimérlerinden Metabolomik ve Lipidomik Analizlere ait

Kaynak Ozeti

Literatiirde beyin tiimorlerinin doku ve plazmadan analizlerinde gesitli tiikketme
ve aletli analiz yoOntemlerinin kullanildigr goriilmiistiir. Buna bagh olarak,
kromatografik sistemler ile yapilan c¢alismalarda kullanilan tiiketme ¢oziiciilerinden,
kolonlara (C8, C18, HILIC) kadar var olan c¢esitli faktorlerin etkisi nedeniyle
birbirinden farkli sayida ve tiirde metabolitler ve lipitler tanimlanmustir. Ornek
hazirlama basamaginda metabolitlerin tiiketilmesi i¢in genelde metanol veya farkl
oranlarda metanol:su karigtmmin kullanildigr goriilmiistiir. Lipitlerin tiiketilmesi
icinse diklorometan, kloroform ve metil tert-butil eter (MTBE) gibi polaritesi diisiik
olan organik ¢oziiciiler kullanilmistir. Analizlerin ise siklikla farkli analizorlere (q,
qTOF-MS, TOF-MS, Orbitrap) sahip GC-MS ve LC-MS cihazlari ile gerceklestirildigi
goriilmiistlir. Ayrica smirli olsa da literatiirde bir boyutlu-niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi ("H-NMR), kapiler elektroforez kiitle spektrometresi (CE-MS), iyon
hareketlilik spektroskopisi (IMS) ve Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonans kiitle
spektrometrisi (FTICR) analizorii ile yapilan calismalarin da mevcut oldugu

goriilmiistiir (Tablo 2.1.).
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GBM’nin molekiiler patogenezini aydinlatmak i¢in Wang ve ark. (60)’nin
yaptig1 calismada 99 hastanin doku ornekleri biitiinlesik omiks analizler (genomik,
proteomik ve metabolomik) ile incelenmistir. Metabolomik analizler i¢in drnekler
su:kloroform:metanol (3:8:4, h/h/h) ile tiiketilmis ve analizler GC-MS ile LC-
Orbitrap-MS ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda toplamda 582 tane molekiil
tanimlanmustir.

Heiland ve ark. (61)’nin GBM’deki metabolik-transkripsiyonel degisiklikleri
haritalamak i¢in doku orneklerinden metabolomik ve transkriptomik analizler ile
yaptiklar1 biitiinlesik omiks ¢alismada oligodendrositik farklilagsma, hiicre dongiisii
islevleri, bagisiklik tepkisi ve hipoksinin GBM hastalarinda énemli etkileri oldugu
belirlenmistir. Calismada metabolomik analizler kiitle spektroskopisine gore olduk¢a
diisiik hassasiyete sahip olan "H-NMR ile gerceklestirilmis ve bu nedenle smirl sayida
(31 tane) metabolit tanimlanmustir.

Literatiirdeki bir bagka biitiinlesik omiks (metabolomik-proteomik) calisma
akciger kanseri beyin metastazinin tedavisinde kullanilan platin bazli kemoterapinin
etkinligini arastirmaya yoneliktir (62). Calisma hiicre kiiltiirii ve serum Ornekleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. GC-MS ile gergeklestirilen metabolomik analizler
sonucunda akciger beyin metastazi ile Onemli oranda degisen 10 metabolit
tanimlanmuistir.

Wibom ve ark. (63)’nin GBM’deki metabolik paternleri ve radyoterapi
sirasindaki degisiklikleri izlemek amaciyla yaptiklart metabolomik ¢alismada timor
ve tlimore bitisik beyin bolgesinden toplanan ornekler GC-TOF-MS ile analiz
edilmistir. Toplamda tespit edilen 151 tane molekiilden 67 tanesini tanimlanmastir.

Gilard ve ark. (64)’nin GBM olusumunun nedenlerini arastirmak amaciyla
yaptiklar1 bir diger metabolomik c¢alismada ise doku Orneklerinden 28, plazma
orneklerinden 148 olmak iizere toplamda 176 tane metabolit ve lipit tanimlanmistir.

Beyin tiimorlerinden lipitlerin analizi i¢in kati-faz mikro tiiketme ile analitik
yontem gelistirilmesine yonelik yapilan ¢alismada Derece I-IV glioma (n=18) ve
derece I-II menenjiyom (n=18) hastalarindan alinan doku 6rnekleri LC-Orbitrap-MS
ile analiz edilmistir. Doku Ornekleri kati-faz mikro tiikketme yontemi ile dogrudan

tiiketilmis ve MS/MS modunda toplam 111 adet lipit tanimlanmustir (65).
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Bir diger calismada Wang ve ark. (66) beyin tiimdrlerinin tanisini iyilestirmek
amaciyla yeni aday biyobelirtegler belirlemeye yonelik beyin metastazi olan akciger
hastalar1 (n=34) dahil olmak {izere olmak tizere farkli beyin tlimoérii tanilarina sahip
163 hastadan alinan BOS s1vis1 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile metabolomik ¢alisma
gerceklestirmistir. Optimizasyon caligmasinda asetonitril ve asetonitril:metanol (1:1,
h/h) karisimina goére metanoliin BOS sivisindan metabolitleri daha yiiksek verimde
tiikettigi bildirilmistir. Analizler sonucunda 508 tane pik ayristirilmis ve bu piklerden
27 tanesi farkli beyin tiimor tiplerini ayirt etmek igin tanisal biyobelirte¢ olarak
Onerilmistir.

Beyin tiimorlerinin agresif dogasi geregi plazma, doku, serum gibi gesitli
biyolojik orneklerden yapilmis ¢ok sayida omiks c¢alisma olmasina ragmen, bu
calismalarin 6rnek hazirlama basamagindan enstriimental analizlerine kadar yiiksek
verimli, saglam ve gilivenilir yontemler gelistirmek icin harcanan caba halen ¢ok
sinirlidir. Bu baglamda kullanilan omiks teknolojisine bagli olarak yontemlerin
optimize edilmesi kuskusuz ki analiz edilen metabolitlerin sayisin1 ve kapsamin
arttirarak Ornek hazirlama ve enstriimental cihazlardan elde edilen performansin
maksimum seviyeye c¢ikarilmasini saglayacaktir.

GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin tiimorleri ile yapilan

biitiinlesik omiks, metabolomik ve lipidomik ¢alismalar Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin timorlerinin biyolojik materyallerden metabolomik ve lipidomik

analizleri.
Tiimér Tipi ve Matriks  Ornek Hazirlama Enstriimental AMS/TMS/IAMS Hedef ve Amacg Kay.
Yontem
GBM Bipolar forsepsile = REIMS-qTOF-MS -/42/13 Doku 6rneklerinden gergek zamanl lipit (67)
Doku (n=37) termal etki profillerinin teshis amaciyla aydinlatilmasi
GBM Metanol LC-qTOF-MS "932-"947/-/2 Biyobelirtec kesfi icin GBM kok hiicrelerinden  (68)
Doku® (Hiicre- (C8) iretilen eksozomlardan lipit profillerinin
eksozom™") aydnlatilmasi
Birincil Tiimorler’ Metanol "H-NMR 26/19/5 Tiimor derecesine gore bazal kan plazma (69)
Plasma metabolitlerindeki degisikliklerin incelenmesi

Glioma® (Derece II-1V) Metanol:MTBE 'H-NMR 66/66/58 IDH1 mutasyonu tarafindan modiile edilen doku (70)

Doku metabolitlerinin prognostik amagl arastirilmasi
Glioma! (Derece 1I-IV)  Kloroform:Metanol:Su GC-TOF-MS "197/63/12 Derece II-1V gliomalarin teshisi ve (71)

Doku” ve Serum”™ (1:3:1, v/v) (DB5-MS) *230/87/13 smiflandirilmasi i¢in yeni aday biyobelirteglerin

Metanol:Su (9:1, v/v) metabolomik analizlerle arastirilmasi
GBM Metanol LC-MS/MS -/597/59 Ameliyat sonrast donma siiresinin gecikmesinin (72)
Doku (n=34) ) beyin tiimorii metabolitleri lizerine etkisinin
GC-MS (-) arastirilmasi
GBM - LC-MS/MS 224/157/3 Genel sagkalim ile iligkili risk oranlarinin (73)
Plazma (n=159) ) belirlenmesi prognostik amagli metabolomik

profillerinin ¢ikarilmasi
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Tablo 2.1. (Devam) GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin tiimdrlerinin biyolojik materyallerden metabolomik ve

lipidomik analizleri.

Ornek Hazirlama

Tiimor Tipi ve Matriks Enstriimental AMS/TMS/IAMS Hedef ve Amacg Kay.
Yontem
Glioma® (Derece I-1V) - CE-MS -/247/20 Glioma derecesine gore yeni aday (74)
Doku biyobelirteclerin metabolomik analizlerle
arastirilmasi
Glioma (Derece I-1V) - LC-MS/MS 224/157/29 Glioma derecelerine ait tiimor fenotiplerini (75)
Plazma (n=87) () farklilagtiran metabolitlerin arastirilmasi
GBM - ICE-MS 32/25/- GBM tiimor dokularinin olusumunda rol alan ~ (76)
Doku (n=27) lipitlerin ve yolaklarin arastirilmasi
Malign Glioma® Metanol (%80) LC-MS/MS -/124/39 Malign gliomali hastalarin erken teshisi icin BOS (77)
BOS (HILIC) stvisindan metabolomik profillerinin aragtirilmast
Malign Glioma* Metanol:Su (9:1, v/iv)  GC-TOF-MS 159/67/28 Prognozun iyilestirilmesi i¢in radyo terapi dncesi (78)
Serum (DB5-MS) ve sonrast GBM hastalarinda metabolit
degisimlerinin arastirilmasi
Glioma (Derece II-1V)  DKM:Metanol (3:1, h/h) LC-qTOF-MS -/-/15 Glioma derecesine gore farklilasan metabolitlerin (79)
Doku (n=59) Metanol:Su (1:1, h/h) (C18) aragtirilmasi ve yeni aday biyobelirteclerin
belirlenmesi
Menenjiyom" (Derece I-1I) Kloroform:Metanol (2:1, "H-NMR -/22/4 Yeni tedavi stratejileri igin derece I-11 (80)
Doku v/v) menenjiyomlarin metabolomik profillerinin
aragtirilmasi
Glioma, Menenjiyom Kati faz mikro tiiketme LC-Orbitrap-MS -/111/- Beyin tiimorlerinden lipidomik analizler igin ~ (65)

(Derece I-IV, Derece I-1I)
Doku (n=36)

(C18) (HILIC)

ornek hazirlama basamaginin optimizasyonu
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Tablo 2.1. (Devam) GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin tiimdrlerinin biyolojik materyallerden metabolomik ve
lipidomik analizleri.

Tiimér Tipi ve Matriks ~ Ornek Hazirlama Enstriimental AMS/TMS/IAMS Hedef ve Amacg Kay.
Yontem
Menenjiyom (Derece I-1I) - LC-MS -/-/- Derece I III menenjiyomlarin tanilarinin (81)
Doku (n=-) ) tyilestirilmesi amaciyla faklilagan metabolitlerin
bulunmast
Glioma", Menenjiyom" - DESI-MS -/-/19 Taniy1 iyilestirmek amaciyla timor tiplerine gore (82)
Digerleri" farklilasan metabolit ve lipitlerin arastirilmasi
Doku
Glioma, Menenjiyom Mikro-tiiketme CBS-Orbitrap-MS -/-/4 Beyin tiimorlerinin hizli ve erken tanisina (83)
Doku (HLB) yonelik analitik yontem gelistirme
Beyin metastazi' (akciger) Metanol LC-qTOF-MS 508/-/27 Beyin tiimorlerinin tanisini iyilestirmek amaciyla (66)
ve Digerleri' (C18) yeni aday biyobelirteglerin belirlenmesi
BOS
Beyin metastazi’ Asetonitril:IPA:Su GC-TOF-MS -/141/17 Gamma Knife radyocerrahisin sonra radyasyon (84)
Doku (3:3:2, h/h/h) %95 DM/%5 nekrozunun tlimorden ayirt edilmesine yonelik
DFPS metabolomik profillerin aragtirilmasi
Akciger Beyin Metastazi "Metanol:Su (4:1, h/h) GC-MS -/-/10 Akciger beyin metastazinin tedavisinde (62)
Hiicre Kiiltiirii* (n=108) “"Metanol (DB5-MS) kullanilan platin bazli kemoterapinin etkinliginin

Serum”” (n=5-6)
Beyin Metastazi
Doku

biitiinlesik omik analizlerle degerlendirilmesi

Kit (AbsoluteIDQ p180 Kit) - Beyin metastazlar tiirlerine ait yeni (85)
biyobelirteclerin biitliinlesik omiks analizlerle
belirlenmesi
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Tablo 2.1. (Devam) GBM, menenjiyom ve akciger beyin metastazi beyin tiimdrlerinin biyolojik materyallerden metabolomik ve
lipidomik analizleri.

Tiimér Tipi ve Matriks  Ornek Hazirlama Enstriimental AMS/TMS/IAMS Hedef ve Amacg Kay.
Yontem
GBM Su:Kloroform:Metanol GC-MS -/582/- GBM’in molekiiler patogenezini biitiinlesik ~ (60)
Doku (n=99) (3:8:4, h/h/h) (HP5-MS) omiks analizlerle aydinlatilmas1
LC-Orbitrap-MS
(C18)
GBM Metanol:Su 'H-NMR -/-/131 GBM’deki metabolik-transkripsiyonel (61)
Doku (n=33) degisikliklerin biitiinlesik omiks analizlerle
haritalanmasi
GBM Metanol:Su GC-TOF-MS 151/67/- GBM'deki metabolik paternleri ve radyoterapi  (63)
Doku (n=11) (8:1, h/h) (DB5-MS) sirasindaki degisikliklerin metabolomik
analizlerle incelenmesi
GBM *Kloroform:Metanol:Su ~ "LC-IMS-MS -/-/148 GBM’in altinda yatan mekanizmanin (64)
Plazma’ (2:1:~0.5, h/h/h) (C18) -/-/28 metabolomik analizlerle arastirilmasi
Doku™ “Metanol:Su (1:1, h/h) “MALDI- FTICR-
MS

a in-vitro tiiretilen glioblastoma kanseri kok hiicrelerden saglanan hiicreler ve eksozomlar; ®* GBM (n=28), menenjiyom (n=11), oligodendroglioma (n=10), astrositoma
(n=5) ve spesifik olmayan glial tiimorler (n=6); © astrocytoma (n=24), oligodendroglioma (n=17), GBM (n=32); ¢ astrocytoma (n=4, 4), oligodendroglioma (n=20,
25), GBM (n=57, 67); ¢ derece 2 (n=11), derece 3 (n=10), derece IV (GBM, n=7); {GBM (n=6), anaplastik oligoastrositom (n=2) ve anaplastik astrositom (n=2); &
GBM (n=10), astrositom (n=1); " Derece I (n=23), Derece II (n=10), "gri madde (n=23), beyaz madde (n=14), glioma derece II-IV (n=12), meninjiyom (n=13), hipofiz
tiimori (n=14), astrosit (n=2); ' tiimor dis1 beyin hastaliklar1 (n=36), MSS birincil lenfoma (n=59), MSS ikincil lenfoma (n=11), Akcigerden beyin metastazi (n=34),
metastaz yapmayan akciger kanseri (n=23), ! deri metastazi (n=3), meme metastaz1 (n=2), akciger metastazi (n=5); | deri metastaz1 (n=14), meme metastazi (n=26),
akciger metastaz1 (n=37), digerleri. APS: Ayristirilan pik sayisi, BOS: Beyin omurilik sivisi, CBS: Kaplamali bigak sprey, DESI: Desorpsiyon elektrosprey
iyonizasyon, DFPS: Difenil polisiloksan, DM: Dimetil, FTICR: Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonans kiitle spektrometrisi, HLB: Hidrofilik-lipofilik partikiil,
ICE: In-line kartus tiiketmesi, [AMS: Istatistiksel olarak anlaml1 degisim gdsteren metabolit sayisi, IM: iyon hareketlilik spektrometresi, REIMS: Hizli buharlasmali
iyonizasyon kiitle spektrometresi, TMS: Tanimlanan metabolit say1st
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2.2. Sistem Biyolojisi

Sistem biyolojisi klasik biyolojideki “molekiiler indirgemeci” yaklasimin
aksine biyolojik sistemlerdeki tiim bilesenlerin karmasik etkilesimlerine, organizma
doku ve hiicre diizeyinde odaklanan ve bunlarin tiimlesik sekilde sistem seviyesinde
incelenmesine amaclayan ¢ok disiplinli bir bilim dalidir (86). Bir diger deyisle sistem
biyolojisi canli organizmalarin biitiinlinii olusturan aglarin onlarin pargalarinin
toplamindan daha fazlas1 oldugu anlayisindan yola ¢ikan, biyolojik sistemlerin
karmasikligin1 desifre etmeye yonelik biitlinsel bir yaklagimdir. Canli sistemlerin
zaman icinde ve farkli kosullar altinda nasil degistigini tahmin etmek, saglik ve ¢evre
sorunlarina ¢oztimler gelistirmek icin biyologlar, kimyagerler, bilgisayar bilimcileri,
miithendislerin, matematikgiler, fizikg¢iler, doktorlar gibi bir¢ok farkl disiplinden bilim
insanlarin1 bir araya getiren disiplinler arasi bir alandir. Sistem biyolojisi canli
organizmalarda bulunan molekiillerden, hiicrelere ve organlara kadar bir¢ok farkli
bilesenin rollerini belirlemeyi ve bu bilesenlerin birbirleriyle nasil etkilesime
girdiklerine aciklamayr hedefleyerek, yeni biyobelirteclerin  kesfedilmesini,
hastaliklarin benzersiz genetik veya molekiiler profillere gore siniflandirilmasini ve
tedaviye yonelik yeni yaklasimlarin sunulmasini saglar.

Canli organizmalar biyolojik diizeyde, cok sayida ve dlgekte entegre olan ve
iletisim kuran aglardan olusur. Bu noktada biyolojik bir sistemin karmasikligini
incelerken bu sistemin sadece bir parcasini anlamak yeterli degildir. Bu nedenle sistem
biyolojisi biyolojik olarak hipotezler formiile etmek ve dinamik biyolojik
degisikliklere uzamsal ve zamansal iggoriiler saglamak i¢in bu aglarin anlagilmasina
odaklanir.

Canli organizmalarin yap: taslarinin ve bu organizmalarda meydana gelen
olaylarin kisim kisim degilde tlim pargalar bir araya getirildiginde canli organizmaya
ait daha biiyiik ve daha kapsamli resmin elde edinilebilecegine dair fikirler 1930°1u
yillarda ortaya ¢ikmis olmakla birlikte Insan Genom Projesi’nden (1990-2003) elde
edilen bulgular ve teknolojik gelismelere bagli olarak molekiiler biyoloji
caligsmalarinin hiz kazanmasi 2000’11 yillarda gergeklesmistir.

Insan Genom Projesi (87) tarafindan katalize edilen biiyiik genomik devrim

sonucunda insan genomundaki biitiin yapisal ve islevsel fonksiyonlar1 kodlayan genler



20

tanimlanip, ¢esitli hastaliklarin genler araciligryla meydana geldigi anlasilmis olsa da
genomik ¢alismalarin tiim sistem i¢indeki rolleri biiyilik oranda anlamsiz kalmig ve bu
durum bilim insanlarin1 farkli arayislara itmistir (88, 89). Bu nedenle molekiiler
biyoloji alaninda yapilan sonraki ¢aligmalar sistem biyolojisi diizeyinde biitiinlesik
olarak ele alinmis ve canli sistemler hakkinda fikir edinmek amaciyla matematiksel
modellere  dokiilmistir (90). Gilinlimiizde sistem biyolojisi kapsaminda
transkriptomik, proteomik, fluksomik, metabolomik, lipidomik gibi disiplinlerden

elde edilen molekiiler bilgi sayesinde canli organizmalara ait biitiinciil resmi gormek

miimkiindiir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Sistem biyolojisi alaninda kullanilan omiks teknolojileri. (A, B, C ve D
metabolitler ile lipitler) (91).

2.3. Omiks Teknolojileri

Omiks teknolojileri  hastaliklarin  erken  teshisini  kolaylastirmak,
mekanizmasin1 aydinlatmak, kisiye Ozel tedavi stratejileri gelistirmek ve bu
stratejilerin etkinligini 6lgmek icin genler, transkriptler, proteinler, metabolitler,
lipitler gibi biyolojik bir sistemde var olan ¢esitli bilesenler arasindaki etkilesimlerin
ortaya ¢ikarilmasina odaklanir (92). Her bir omiks teknolojisi hastaliklara 6zgi

farkliliklarin aydinlatilmasina ve sistem biyolojisinin anlagilmasina katkida bulunur.
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Bir arada olan ve etkilesen genler, transkriptler, proteinler, metabolitler ve
lipitler bir hiicrenin/organizmanin fenotipi ve fonksiyonu tanimlar. Bu baglamda
omiks teknolojileri biyobelirtec¢ kesfi, hiicresel metabolizma ve kanser gibi karmasik
hastaliklarin erken teshisi ve tedavisi igin altta yatan mekanizmalarin ve yolaklarin
aydinlatilmasinda yeni yollar agmistir (93). Giinlimiizde omiks teknolojileri bagta
kanser olmak iizere birgok hastaligin arastirilmasinda, ila¢ kesiflerinde ve
direnglerinin  arastirilmasinda  ve  kisisellestirilmis  tedavi  stratejilerinin
gelistirilmesinde giderek daha fazla kullanilmaktadir. Kanser aragtirmalarinda omiks
teknolojilerinin uygulamalar1 gen, transkript, protein, metabolit ve lipit profillerinin
aydinlatilarak hiicresel boyutta kanser gelisimin ve evrelerinin ortaya ¢ikarilmasina

olanak saglayan ¢ok boyutlu analitik yaklasimlar saglar (94).
2.3.1. Genomik

Genomik organizmalarin genetik veya epigenetik dizi bilgilerinin tamamin
veya bir kismini inceleyen ve bu diziler ile sonraki biyolojik {irtinlerin yapisini ve
islevini anlamaya calisan, bir baska deyisle bir organizmanin genomunun sistematik
olarak incelenmesini hedefleyen bir alt disiplindir. Genom bir hiicrenin veya
organizmanin toplam DNA’s1 olup, insan genomu 3,2 milyar baz ve tahminen 30.000-
40.000 protein kodlayan gen igerir (95).

Diger omiks teknolojilerinin gelisiminde lokomotif olan genomik yapisal ve
fonksiyonel olmak tizere iki alt gruba ayrilmistir. Yapisal genomik genom haritalamasi
ve DNA dizi analizi (sekanslama) yontemleri araciligryla organizmanin genetik
bilgilerinin a¢iklanmasini yani genom yapilarinin karekterize edilmesine aracilik eder.
Yapisal genomik ile organizmaya ait genetik bilgiler ortaya cikarilsa da genlerin
fonksiyonlarina ait bilgi elde edilmez. Fonksiyonel genomik ile genlerin ekspresyon
paternlerine bi¢im, miktar ve zaman ac¢isindan 1s1k tutularak organizma agisindan
Oonemlerinin anlasilmasi saglanir.

Genomik analizlerle yeni onkojenler kesfedilmekte, tiimoér biiylimesi ve
terapdtik yanitin anlagilmasina katki saglanmaktadir. Bu noktada genomik kanser
basta olmak tizere bir¢ok hastalik i¢in yeni ve etkili terapotik stratejiler ile klinik olarak

kanita dayali yaklagimlar gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.
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2.3.2. Transkriptomik

Insan Genom Projesinin tamamlanmasi ile protein kodlayan gen oraninin azlig1
ve az sayldaki genin hastaliklarla iliskilendirilmesine bagli olarak bilim insanlar1
genomdaki kodlanmayan boélgelerin aragtirilmasina ve RNA dizileme ¢aligmalarina
yonelmistir. Transkriptomik, mikrodizi analizi gibi yiiksek verimli yontemler
kullanilarak belirli kosullar altinda veya belirli bir hiicrede genom tarafindan iiretilen
tiim RNA transkriptlerinin toplami olan transkriptomu inceleyen bir alt disiplindir.
Transkriptom translasyon adi verilen bir siiregte protein sentezi igin sablondur ve
herhangi bir anda aktif olarak ifade edilen genleri yansitir. Transkriptom genomun
aksine cevresel faktorlere bagl olarak degisim gosterebilir. Transkriptom dizileme ve
biyoinformatik analizler ile hiicre diizeyindeki dinamik isleyis es zamanli olarak
incelenebilir. Transkriptomik analizlerden elde edilen bilgi genomik analizleri
tamamlayict niteliktedir. Bir¢cok kanser vakasinda mRNA’lar diizensiz haldedir ve
onkogenez siirecleri i¢inde rol aldiklar1 bilinmektedir. Bu baglamda transkriptomik

analizler tiimor olusum mekanizmalarinin aydinlatilmasi agisindan tanisal role sahiptir

(96).
2.3.3. Proteomik

Proteinler canli organizmalarda birgok isleve sahip biyolojik yolaklarin 6nemli
bilesenleri ve hayati molekiilleridir. Proteom bir hiicrede, dokuda veya organizmada
herhangi bir asamada proteinlerin ekspresyonu, yapisi, islevleri, etkilesimleri ve
modifikasyonlar1 dahil olmak iizere tiim proteinlerin kiimesi olarak tanimlanir.
Proteomik nihai olarak proteinlerin islevsel iliskisini anlamak amaciyla, protein yollar
ve aglar aracilifiyla hiicre ve organizma igindeki bilgi akisini karakterize etmeyi
amaglar. Proteom hem genlerin hem de cevrenin dinamik bir yansimasidir ve
hastaliklara verilen yanitlara bagli olarak etkilenme olasiginin yiiksek olmasi
nedeniyle proteinler biyobelirte¢ kesifleri icin umut vaat edicidir. Genom canl
organizmalarda degismeden kalirken proteom modifikasyonlara ugrar ve degiskendir.
Genomdan farkli olarak proteomun dinamik bir yapiya sahip olmasi, proteinlerin diger
hiicresel bilesenlerle etkilesim halinde olmasi ve hiicresel faaliyetlerin yiiriitiilmesinde

ki rolleri nedeniyle proteomik sistem biyoloji ¢alismalarinda ayr1 bir 6neme sahiptir
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(97). Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile peptitleri ve proteinleri buharlastirmak i¢in
matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonunun (MALDI) tanitilmasinin ardindan
proteomu incelemek ig¢in kiitle spektrometrisine dayali yontemler hizla ortaya
¢ikmustir.

Proteinler DNA replikasyonu, metabolik reaksiyonlarin katalize etmek gibi
bircok biyolojik siirecte rol alir. Proteinlerin diizeyleri ve aktiviteleri hiicrede meydana
gelen siireglere veya dis etkenelere bagli olarak niteliksel veya niceliksel olarak
degisim gosterir ve buna bagli olarak proteomik ile dinamik haldeki biyolojik
sistemlerin anlik gorlintlisii elde edilir. Bu nedenle proteomik, hastaliklarin erken
teshisi, prognozu ve gelisimlerinin izlenmesi agisindan Onemlidir. Ayrica hedef
molekiiller agisindan ilag gelistirmede de hayati bir role sahiptir. Proteomik 6karyotik
hiicrelerde farkli bolgelerde ¢esitli yollarla ortaya c¢ikan translasyon sonrasi
modifikasyonlar nedeniyle karmasik olup, protein-protein etkilesimlerinin
arastirilmasini, kanser patogenizinin daha iyi anlasilmasimi ve kanser tanisinda

kullanilacak yeni biyobelirtecleri kesfetme firsatini sunar (98).
2.3.4. Metabolomik

Genomik, transkriptomik ve proteomik sistem biyolojisinin ana hatlarini
olusturan alt disiplinler olsa da bu katmanlarin arasindaki bilgi akisin1 dolduran ve
biyolojik sistemlerin yap1 ve isleyisiyle ilgili resmin tamamin1 anlamamizi saglayan
alt disiplin metabolomiktir. Metabolomik diisiik molekiiler agirlikli organik ve
inorganik (<1.500 Da) metabolitlerin biitiinsel aragtirmasina odaklanan sistem
biyolojisinin temel alt disiplinidir (8). Metabolitler biyolojik sistemlerde Snemli
rollere sahiptir. Birgok biyolojik bilesenin (proteinler, RNA, DNA ve hiicre duvarlari)
yapi taglaridirlar, metabolizmada aracidirlar, yasam i¢in birgok gereksinimi saglarlar
(6rnegin enerji salinimi icin ATP) ve diizenleme ile sinyalizasyonda aktif rol oynarlar.
Cevresel bozulmalara verilen birincil ve hizli tepkiler genel olarak metabolit odaklidir
ve bunlar transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerdeki degisiklikler izler.
Metabolitlerin diizeyleri biyolojik sistemlerin cevresel degisikliklere verdikleri
yanitlara bagl olarak fenotipleri tanimlar ve biyolojik siire¢lerle ilgili tamamlayici ve

biitiinleyici bilgi saglar. Metabolitler gen ve protein ekspresyonunun asagi akisindaki
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son lriinleri temsil eder ve bu nedenle metabolomik fenotip ile en yakin iligkili olan
alt disiplindir (99, 100).

Metabolomik mitokondriyal fonksiyon (TCA dongiisii, yag asidi oksidasyonu),
lipit biyosentezi ve metabolizmasi, glukoz ve glutamin metabolizmas1 ve niikleotid
biyosentezi dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel siireclerde yer alan ¢ok sayida metabolit
sinifinin  eszamanli analizine izin verir. Patofizyolojik siiregleri tanimlamak,
biyobelirtegleri kesfetmek, ilag toksisitesi ve etkinliginin anlasilmasini saglamak,
cevre ve genotip etkilesimini ortaya ¢ikarmak (nutrigenomik gibi) gibi ¢ok ¢esitli
uygulama alanlarina sahiptir. Ayrica son yillarda yeni bir arastirma alan1 olarak ortaya
cikan metabolit diizeylerinin yani sira dongii hizlarinin hesaplanmasina dayanan
fluksomik analizler ile metabolomik verilerin kapsamui arttirilabilmektedir (101, 102).

Metabolomik hasta ve kontrol gruplarina ait karsilastirmali metabolik
profillerin ¢ikarilmasi, molekiiler diizeyde hastalik mekanizmalarini anlamak igin
gliclii bir strateji saglar. Transkriptomik ve proteomik gibi diger yiiksek verimli
yaklagimlar tarafindan tanimlanamayacak yeni biyobelirteglerin yani sira hastalik
patogenezinin  anlagilmasma katkida bulunabilecek molekiilleri tanimlama
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle metabolomik, 6zellikle kanser olusumunda viral
enfeksiyon, patogenez ve antiviral stratejilere verilen fizyolojik yanitta yer alan yeni
ve Ongoriilemeyen yolaklar belirleme potansiyeline sahiptir (103).

Metabolomik caligmalarin temel hedefi biyolojik bir sistemin metabolit
profilini aydinlatmak iken, ardigik hedefi hastalik baslangici ve sigara kullanimi gibi
canli organizmalarin bilinyesinde meydana gelen bir farkliliga verdigi yanit olarak
metabolit profilindeki degisimleri incelemektir. Bu baglamda metabolomik,
hastaliklarin erken teshisinde, kisisel tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde, tedaviye
verilen yanitin incelenmesinde ve yeni biyobelirteclerin kesfinde son yillarda siklikla

uygulanan umut verici araglar haline gelmistir.
2.3.5. Lipidomik

Lipidomik lipit metabolizmasin1 genis Olcekte incelemek ve canlh
organizmalardaki spesifik degisikliklerin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalari

aydinlatmay1 hedefleyen sistem biyolojisinin 6nemli alt disiplinidir. Lipitlerin hiicresel
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rollerinin yani sira hastalik olusum ve gelisim mekanizmalarindaki rollerinin
incelenmesine olanak veren lipidomik son on yilda hizla gelisme gostermistir (104).

Hiicre ve organellerin zarlar1 biyolojik islevleriyle yakindan baglantili
benzersiz lipit bilesimlerine sahiptir. Okaryotik hiicrelerin lipidomlar1 hiicre zari
dinamiklerini yapisal ve kimyasal olarak diizenleyen, enerji depolayan ve biyoaktif
metabolitlerin onciileri olarak hizmet eden yiizlerce lipit tiirtinii igerir (105). Lipitler
hiicresel bariyerler, membran matrisleri, sinyalizasyon ve enerji depolar1 dahil olmak
tizere hiicresel fonksiyonlarda bir¢ok onemli rol oynar. Hiicresel lipitler oldukca
dinamiktir yani fizyolojik, patolojik ve ¢evresel kosullarla siirekli degisim gosterirler.
(104). Ayrica hiicresel lipitler olduk¢a karmasik olup amol ile nmol/mg protein
arasinda farkli derisim araliklarina sahiptirler.

Membranlarin biyofiziksel 6zellikleri agil zincirlerindeki ¢ift baglarin sayisi,
konumu ve geometrisi gibi bireysel lipit tiirleri arasinda goriiniiste kiigiik ama yapisal
olarak oldukg¢a 6nemli farkliliklardan etkilenir. Bu 6zellikler zar gelisimini ve fisyon
olaylarin1 yonlendirerek protein islevlerini diizenler (106). Membranlardaki lipit
tiirleri tek tek molekiiller olarak degil toplu olarak hareket eder ve bu nedenle biyolojik
islevlerini anlamak i¢in nicel ve kapsamli olarak analiz edilmeleri Oonem arz
etmektedir.

Lipidomikin kanser basta olmak iizere hayati dneme sahip diger bir¢ok
hastalikla iliskilendirilmesini takiben son yillarda bilimsel arastirmalarin 6n saflarinda
yer aldigi goriilmektedir. Hastaliklarin patolojileriyle baglantili spesifik lipit
yolaklarinin mekanistik olarak anlagilmast ve biyobelirteglerin tanimlamasi
hastaliklarin tedavisinde yeni terapdtiklerin gelistirilmesinin temelini olusturabilir

(107).
2.4. Biitiinlesik Omiks Analizler

Omiks arastirmalarin en yaygin amaci incelenen biyolojik sistem hakkinda
daha kapsamli veriler elde etmektir (108). Geleneksel olarak omiks tabanl
biyomolekiiler arastirmalar tek bir gen, protein, metabolit veya yolak {izerine
yogunlagmistir. Oysaki birgok hastalik karmagik ve ¢ok faktorli oldugundan ¢oklu
molekiiler seviyeler arasindaki ¢apraz etkilesim, her bir omiks tabakayi bagimsiz

olarak arastiran bu "molekiiler indirgemeci" paradigma kullanilarak basarili bir sekilde
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incelenemez (109). Bu nedenle sistem biyolojisinde genotip ve fenotip arasindaki
dogrudan nedensel ve fonksiyonel baglantilar1 gostermek igin protein, metabolit ve
lipit gibi ara molekiiler seviyelerin gézlemlenmesi kritik 6neme sahiptir (110). Bu
nedenle son yillarda proteomik, metabolomik ve lipidomik sistem biyolojisi
calismalarinda genotip ile baglanti kurmak i¢in temel taslar haline gelmistir (111).
Sonug¢ olarak biitlinlesik omiks bu ii¢ metodolojiden toplanan bilgileri kullanip
genotip-fenotip iliskisini entegre etmeye dayali kapsamli bir agiklama saglayarak
karmasik biyolojik sistemler hakkindaki anlayisimizi gelistirip biyolojik yolaklar ile
ilgili eksiksiz ve bilgilendirici bir gorliinimiiniin elde edilebilecegini gostermistir
(112).

Tim metabolitlerin ve lipitlerin kapsamli profilini saglayan metabolom ve
lipidom proteomun asag1 akisinda yer alir (100). Bu noktada hiicresel siireglerle yakin
iligkileri nedeniyle metabolomik ve lipidomik fenotip-genotip boslugunu kopriileyen
bir unsur olarak kabul edilir (113). Beyin tiimoérlerinin patogenezini anlamaya yonelik
olarak yapilan ¢alismalar siklikla genomik, transkriptomik ve proteomik analizlere
odaklanmistir. Bu nedenle ¢aligma kapsaminda bu agig1 kapatmaya yonelik olarak
metabolomik ve lipidomik (biitiinlesik omiks) analizler ile GBM, menenjiyom ve
metastatik (akciger) beyin tliimdrlerinin fenotiplerini aydinlatmaya yonelik ¢alismalar

gerceklestirilmistir.
2.4.1. Metabolomik ve Lipidomik Analizlerin Tarihsel Gelisimi

Modern metabolomik analizlerin baglangict 1940’larin sonlarinda Roger
Williams ve ark. (114)’nin her bireyin biyolojik sivilarina yansiyan bir “metabolik
profile” sahip olabilecegini 6ne slirmesiyle baglamistir. 1971°de Horning ve ark. (115)
tarafindan insan idrar ve dokusunda bulunan bilesiklerin GC-MS ile analiz
edilebilecegini gosterdikleri calismada ise "metabolik profil” terimi ilk kez
kullamilmistir. Metabolomik analizlerdeki asil atilim 2005 yilinda insan Metabolom
Projesi (HMP) ile gerceklesmistir. Bu projenin ana hedefleri 1 pM’dan daha yiiksek
derisimde bulunan metabolitleri tanimlayarak ilag metabolizmasi ve toksikolojisinin
degerlendirilmesi, insan metabolomu ve insan genomu arasinda bir baglanti
olusturulmasi, hastaliklarin tanimlanmasi, prognozu, tedaviye verilen yanitin

tyilestirilmesi ve verileri tiim aragtirmacilara licretsiz olarak sunmak i¢in elektronik bir
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veritaban1 (Human Metabolome Database-HMDB) olusturulmasiydi. Insan
Metabolom Projesi’nin 2007 yilinda tamamlanarak HMDB’in ilk siirlimiiniin
yayinlanmasi, diger veri tabanlarinin tanitilmasi/gelisimi (METLIN, KEGG vb.), ¢cok
degiskenli istatistiksel analizlerle birlikte yliksek c¢ozintrliiklii ve duyarli kiitle
spektrometresi (MS) ve NMR cihazlariin gelistirilmesi sonucunda metabolomik
analizler son on bes yilda sistem biyolojisinde hizla biiyiiyen bir alan haline geldi (116-
118). Metabolit derisimi ve yapisi, iligkili enzimler veya tasiyicilar, fizyolojik ve
hastalikla ilgili 6zellikler ve ilgili kimyasal reaksiyonlar ile metabolik yollar hakkinda
bilgi igeren HMDB’nin 2022 yilinda yayinlanan son siiriimiinde 217.920 metabolit yer
almaktadir (119).

Lipit biyokimyas1 lizerine yapilan erken ¢alismalarin ¢ogu bir lipit tiiriine,
siifina veya bir enzim aracili yolaga odaklanmistir. Lipit homeostazi, sinyal iletimi
ve davranisi lizerine bu oncii ¢aligmalar lipidomik analizin giiclinii géstermistir. En
onemlisi bu ¢alismalar zar yapilarinda ve hastalik esnasinda biyolojik tepkilere aracilik
eden islevlerdeki degisiklikleri tanimlamanin faydasina iligkin ilk goriisii saglamistir
(120). Bir hiicre, organ veya biyolojik sistemdeki kimyasal olarak farkl lipit tiirlerinin
tamamini ifade eden “lipidom” terimi ilk olarak 2001 yilinda hakemli bir yayinda
ortaya ¢ikmustir (121). Sonrasinda ise 2002 yilinda Rildfors ve ark. (122)’leri
“fonksiyonel lipidomik” terimini “membran lipidlerinin oynadigi roliin incelenmesi”
olarak tanimlamistir. 2003 yilinda ise Han ve Gross (123) bir hiicrenin lipidomundaki
lipitlerin miktarin1 belirlemek, hiicresel organizasyonlarini tanimlamak, lipit-lipit ve
lipit-protein etkilesim ve dinamiklerini belirlemek ve hiicresel bozunmalardan sonra
lipit bilesenlerinde meydana gelen degisiklikleri tanimlamak i¢in gerekli enstriimental
teknikleri agiklayarak lipidomik disiplinindeki arastirmanin kapsamini 6zetlemistir.
Bu aragtirma lipidomik c¢alismalart lipit yapilariin analizi i¢in analitik kimyanin
araclarina, teknolojilerine ve ilkelerine, cok sayida farklt molekiiler tiire, hiicre
fonksiyonlarina ve hiicresel bozulmalar sirasinda lipitlerin dinamik degisikliklerini
toplu olarak tanimlayan etkilesimlere dayanan yeni bir alan olarak tanimlamustir.
Glinlimiizde lipidomik hiicresel lipit sinyali, metabolizma ve homeostazdaki
degisikliklerin tanimlanmasi ve nicelenmesi yoluyla lipitlere bagli hastalik
siireclerinin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalarin tanimlanmasinda siklikla

kullanilmaktadir.
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Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan finanse edilen LIPID MAPS konsorsiyumu
lipidomik analizlerin birgok alanda gelisimini kolaylastirmak i¢in kurulmustur. Bu
konsorsiyumun amaci lipitlerin sistematik siiflandirmasini, karakterize edilmesini,
hiicre i¢indeki derisimlerinin dl¢iilmesini ve veri tabani gelistirilmesini igcermektedir.
Bu hareket 2005 ve sonrasinda bir¢ok bilgilendirici derleme makalesinin yayinlanmasi
ve teknolojik gelismelere baglh olarak tanitilan yiiksek ¢oziiniirliiklii ve duyarli MS
cihazlarmin gelisimi ile birlikte lipidomik g¢alismalarin biiyiimesini ve gelisimini

biiylik 6l¢iide hizlandirmastir (120).
2.4.2. Metabolomik ve Lipidomik Iliskisi

Lipitler hiicresel metabolik iirlinler olduklarindan lipidomik genel olarak
“metabolomik™ alaninin genis semsiyesi altina girer. Aslinda, ¢ogu metabolomik
calisma baz lipit siniflarinin analizini kapsar veya lipit analizini belirli bir dereceye
kadar gergeklestirir (123). Bununla birlikte diger suda ¢oziiniir hiicresel metabolitlerin
cogunun aksine lipitlerin essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri lipidomik analizleri
genel metabolomik analizlerden farkli bir disiplin haline getirir. Cogu lipit sinifinin
her biri yiizlerce, binlerce veya on binlerce bireysel lipit tiirli i¢erebilir. Kimyasal bakis
acisindan ne tek tek lipit tiirleri ne de biitlin bir lipit sinifi metabolik ag icerisindeki
farklilagmayla ilgili bilgi saglayamaz. Bu nedenle lipit metabolizmasinin anlagilmasi
icin lipidomik analizlerin metabolomik analizlerden ayr1 olarak degerlendirilmesi

elzemdir.
2.4.3. Metabolitler ve Metabolit Siniflar1

Metabolitler metabolizmanin isleyisi sirasinda {iretilen ve cesitli enzimler
tarafindan katalize edilen ara {irtinlerdir. Metabolitlerin yakit, yapi, sinyal iletimi,
katalitik aktivite, savunma ve diger organizmalarla etkilesimler gibi ¢ok cesitli
islevleri vardir. Bir baska deyisle metabolitler canli organizmalarin biyolojik
siireclerinde rol alan ¢ok sayidaki yolagin temel bileseni veya bu metabolik yolaklarin
aktivitileriyle olusan 6nemli biyomolekiillerdir. Organizmalarda pek ¢ok metabolit
diisiik derisimlerde ytiksek akis ve dongii halinde bulunur. Birgok organizma hidrofilik
karbonhidratlar, ugucu alkoller, ketonlar, amino asitler ve organik asitler gibi farkl

fizikokimyasal cesitlilige sahip ¢ok sayida metabolit barmdirir. Insan viicudunda
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tiretilen metabolitler basta olmak {izere bitki, ilag gibi diger metabolitler hakkindaki
tiim bilgilere HMDB veri tabani tizerinden iicretsiz olarak erigilebilir.

Metabolomik c¢aligmalarda arastirmacilarin ana odagi canli organizmalarin
islevi ve dinamigi ile ilgili tiim biyomolekiilleri tanimlamak, bunlar1 karakterize etmek
ve seviyelerini belirlemektir. Metabolitlerin seviyeleri biyolojik siireglerle ilgili
biitiinleyici bilgiler saglar ve degisikliklere verilen cevap olarak biyolojik sistemlerini
fenotiplerini tanimlar. Ozellikle kanser calismalari, yeni metabolik biyobelirteglerin
tanimlanmas1 ve dogustan gelen metabolizma hatalarinin teshisi i¢cin 6nemli ¢abalar
sarf edilmektedir. Su anda glikoz, kolesterol, kreatinin, yag asitleri vb. gibi ¢esitli
metabolitler klinikte rutin olarak 6l¢iilmektedir. Bunun i¢in gereken altyapinin ¢ogu
diinya ¢apinda bir¢ok hastane laboratuvarlarinda mevcut halde bulunmaktadir (124).

Polarite, asitlik ve uguculuk gibi farkli fizikokimyasal 6zellige sahip ¢ok sayida
metabolit olmasi nedeniyle genis bir yelpazede metabolitleri es zamanli analiz etmek
zordur. Bu nedenle, metabolomik calismalarda oOrneklerin toplanmasi ve
saklanmasindan, biyolojik matrislerden metabolitlerin tiiketilmesine yonelik
yaklasimlara ve enstriimental yontemlere kadar her bir deneysel basamagin dikkatli

bir sekilde degerlendirilmesi gereklidir.
2.4.4. Lipit ve Lipit Siniflar1

Lipitler genel olarak hidrofobik veya amfifilik kii¢iik molekiiller olarak
tanimlanir. Bir lipit genellikle suda ¢ozliinmeyen ve polar olmayan organik
coziiciilerde ¢ozlinen herhangi bir molekiil olarak kabul edilir. Bazi lipitlerin amfipatik
dogasi sulu ortamda vezikiiller, cok katmanli/tek katmanli lipozomlar veya zarlar gibi
yapilar olusturmalarina izin verir. Esas olarak lipitler hidrokarbon zincirlerinden
olusan heterojen bir bilesik grubudur ve farkli yasam siirecleri i¢in elzem ve enerji
acisindan zengin organik molekiillerdir. Biyolojik lipitler genellikle, yag asitleri,
eikosanoidler, monogliseritler, digliseritler, trigliseritler, fosfolipitler, sfingolipitler,
steroller, terpenler, prenoller ve yagda ¢6ziinen vitaminleri (A, D, E vitaminleri gibi)
igeren ve dogal olarak olusan benzersiz yapilara sahip genis bir molekiil grubunu ifade
eder. Lipitlerin islevleri arasinda enerji depolamak, sinyal iletimi ve hiicre zarlarinin

yapisal bilesenleri olarak davranmak yer alir (125).
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Lipit sistematik isimleri i¢in genel olarak kabul edilen kilavuzlar Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ve Uluslararast Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan tanimlanmistir. Ayrica LIPID MAPS
konsorsiyumu lipitler i¢in kapsamli bir siniflandirma, isimlendirme ve kimyasal temsil
sistemi gelistirmistir (126). Biyolojik lipitler tamamen veya kismen ketoagil ve izopren
gruplar1 olmak iizere iki farkli biyokimyasal alt birimden meydana gelir (127). LIPID
MAPS lipitleri her biri kendi alt siniflandirma hiyerarsisine sahip sekiz lipit sinifina
bolmiistiir. Bu siiflar yag asitleri (FA), gliserolipitler (GL), gliserofosfolipitler (GP),
sfingolipitler (SP), sterol lipitler (ST), prenol lipitler (PR), sakkarolipitler (SL) ve
poliketidler (PK)’dir (Sekil 2.2). Yag asitleri biyolojik lipit siniflarinin en énemlisidir

ve daha karmasik lipitlerin yap1 taslarini olustururlar (126).

Q 1 -3
2 ”\/\/\/\/\/\/\/L a2l
\ o/\Y\ou
“OH ~ O H
o
Yag asitleri: hexadecenoic acid Gliserolipitler: 1-hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycerol
H OH
snt s 9 7 AL NG PN AN /
P e U U U U e ,/\0 (& o P ~o -~ OSSN T e T i "/\OH
o O 2

NN NN \(0 H
o

Gliserofosfolipitler: 1-hexadecanoyl-2-(9Z-

octadecenoyi)-sn-glycero-3-phosphocholine Sfingolipitler: N-(tetradecanoyl)-sphing-4-enine

2 N2 2 26

1 | &
1 l g N |14 3 “SoH
2 AT Z 15
3 7% 5
3 H H
P 5 7
HO' < 2
Sterol lipitler: cholest-5-en-33-ol Prenol lipitler: 2E,6 E-farnesol
i
" NH 0\ ?
o o 3
0~ AN \ I ‘F\N “o < “ o . "
HO~ 2 B
) <0 07 / 0/ - A /
{ Ao HO wo ° | o A \/\\.,/\ !
) OH /N
- e o H
Sakkarolipitler: UDP-3-O-(3R-hydroxy- Poliketidler: aflatoxin B,

tetradecanoyl)-ad-N-acetylglucosamine

Sekil 2.2. Lipit siniflar1 (126).



31

Genel olarak lipitlerin karbon zincirleri 4 ile 24 karbon uzunlugunda doymus
veya doymamis olabilir ve oksijen, halojen, nitrojen ve kiikiirt i¢ceren fonksiyonel
gruplara baglanabilir. Yag asidinin ¢ift bag igerigine bagli olarak molekiiliin
konfigiirasyonu 6nemli 6l¢iide etkilenir ve cis veya trans geometrik izomerlesme
olasilig1 vardir. Arasidonik asit ve prostaglandinleri, 16kotrienleri ve tromboksanlari
iceren eikosanoidler biyolojik olarak en 6nemli yag asitleridir.

Gliserolipitler mono-, di- ve tri-siibstitiie gliserollerden olusur. Gliseroliin ii¢
hidroksil grubunun her biri tipik olarak farkli yag asitleri tarafindan esterlestirilir.
Gliserolipitler tiim hiicrelerin 6nemli yapisal ve fonksiyonel bilesenleri olduklarindan
tiim canl1 organizmalarda ortaktir ancak diizeyleri farklidir. Enerji depolanmasi veya
hiicresel sinyal iletiminde 6nemli aracilar olarak hizmet eden gliserolipitlerin bir¢ok
hastaligin olusumunda rol aldig1 gosterilmistir.

Genellikle fosfolipitler olarak adlandirilan gliserofosfolipitler dogada
hiicrelerin lipit ¢ift tabakasinin anahtar bilesenleridir. Ayrica metabolizma ve hiicre
sinyalizasyonunda gorev alirlar. Noral doku (beyin dahil) nispeten yiiksek miktarlarda
gliserofosfolipit icerir ve bunlarin bilesimindeki degisiklikler c¢esitli norolojik
bozukluklarla  iligkilendirilmistir.  Biyolojik  zarlarda ~ bulunan  &nemli
gliserofosfolipitler fosfatidilkolin (PC, GPCho veya lesitin olarak da bilinir),
fosfatidiletanolamin (PE veya GPEtn) ve fosfatidilserindir (PS veya GPSer). Hiicre
zarlarinin birincil bileseni ve hiicre i¢i ve hiicreler arasi proteinler i¢in baglanma
bolgeleri olarak hizmet ederler.

Sfingolipitler 16 ila 26 karbon atomuna sahip doymus veya doymamis karbon
zincirlerine sahiptir. Seramidler (N-asil-sfingoid bazlar) amide bagh bir yag asidine
sahip sfingoidlipitlerin ana alt sinifidir. Seramidler bazen son karbonunda bir hidroksil
grubu olan 30 karbonlu bir yag asidine sahiptir.

Kolesterol ve tiirevleri gibi sterollerde gliserofosfolipitler ve sfingomyelinlerle
birlikte membran lipitlerinin 6nemli bilesenleridir. Kolesteroliin oksitlenmis tiirevleri
olan ve karacigerde sentezlenen safra asitleri ve bunlarin konjugatlar1 6nemli
sterollerdir. Steroller hormonlar ve sinyal molekiilleri olarak farkli biyolojik rollere
sahiptir. C18 steroidleri Ostrojen ailesini icerirken C19 steroidleri testosteron ve
androsteron gibi androjenleri icerir. Karotenoidler antioksidanlar ve A vitamininin

onciileri olarak islev goren ©nemli basit izoprenoidlerdir. Sakkarolipitler yag
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asitlerinin dogrudan bir seker omurgasina bagli oldugu ve ¢ift katmanli membranlarla
uyumlu yapilar olusturdugu bilesiklerdir. Poliketidler gesitli organizmalardan izole
edilen c¢ok c¢esitli biyoaktiviteler sergileyen ve yapisal olarak g¢esitli biyoaktif
molekiillerdir (126-129).

Metabolomik analizlerde oldugu gibi lipidomik analizlerde de g¢esitli
fizokimyasal 6zelliklere sahip lipit siniflarinin mevcudiyeti nedeniyle tiim olasi lipit
siiflarinin analizini gergeklestirmek miimkiin olmayip, ¢esitli deneysel varyasyon
kaynaklarmma bagli olarak deneysel siireglerin titiz bir sekilde degerlendirilip

gerceklestirilmesi gerekmektedir.
2.5. Metabolomik ve Lipidomik Analizler

Metabolomik ve lipidomik analizler temelde hedeflenmis ve hedeflenmemis
analizler olmak iizere iki ayr1 kategoriye ayrilir. Hedeflenmis analizler ilgilenilen
molekiiler gruptaki smirli sayida molekiile ait nicel verilerin elde edilerek ilgili
biyokimyasal yolaktaki degisimlerin hedefe yonelik bir bakis agisiyla
degerlendirilmesine odaklanir. Hedeflenmis analizler i¢ standartlarin kullanilmasi ile
nicel veya yar1 nicel sekilde gergeklestirilir. Hedeflenmis c¢alismalarda analizi
hedeflenen metabolitlerin veya lipitlerin standartlar1 ve optimize analitik yontemler
kullanilarak analizler gergeklestirilir.

Hedeflenmemis analizlerde bilinmeyenler dahil Ornekteki tiim oOlgiilebilir
molekiillerin kapsamli analizi istenir. Hedeflenmemis metabolomik veya lipidomik
analizlerin ana hedefi ornekteki metabolom ve lipidom profilini kapsamli sekilde
aydinlatmaktir. Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizlerin kapsamh
dogasi nedeniyle elde edilen genis veri setlerinin analizi i¢in cok degiskenli analiz gibi
gelismis kemometrik tekniklere ihtiyac vardir. Hedeflenmemis ¢aligmalarda kullanilan
tiiketme yontemleri, 6rnek hazirlama basamagi, kromatografik ayirima etki eden kolon
ve hareketli fazlar gibi bir¢ok faktor metabolitlerin ve lipitlerin genis ve kapsamli
analizleri i¢in 6nemli olup optimize edilmelidir.

Hedeflenmis ve hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizlerde 6rnek
toplama, tiiketme ve Ornek hazirlama basamaklar ile kromatografik analizlerde
kullanilan sabit ve hareketli fazlar temelde aynidir (130). Hedeflenmis ¢aligmalar

cogunlukla dogruluga, hedeflenmemis calismalar ise genelde tekrarlanabilirlige
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odaklanir. Hedeflenmemis c¢aligmalarda analizler tarama (SCAN) modunda,
hedeflenmis c¢alismalarda ise segici iyon izleme (SIM) modunda gergeklestirilir.
Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizler 6rnek se¢imi ve toplanmasi,
tikketme, 6rnek hazirlama, enstriimental analiz ve veri analizi olmak tlizere bes asamada

gergeklestirilir.
2.5.1. Ornek Se¢imi ve Toplanmasi

Metabolomik ve lipidomik ¢alismalarda anlamli analiz sonuglar elde etmek
icin Orneklem biyiikliigli ve 6rneklem se¢imi ¢ok Onemlidir. Karmagik biyolojik
sistemlerden gelen varyasyonlart ortadan kaldirmak i¢in genelde hiicre kiiltiirii
calismalari i¢in 3-6, hayvan deneyleri i¢in 10-20, insan ¢alismalari i¢in 10-30 6rnek
kullanilir.

Kan plazmas1 kolay erisilebilirligi nedeniyle metabolik ve lipidomik
fenotipleme i¢in en yaygin kullanilan biyoakigskanlardan biridir (131, 132). Timor
dokusunun ise tiimorle dogrudan temas halinde olmasi nedeniyle kan 6rneginden daha
ylksek seviyelerde potansiyel biyobelirtecler igerdigi diisiiniilmektedir (133). Bu
nedenle tiimdr dokusundan saptanan biyobelirtegler tlimorleri nesnel olarak
siiflandirmada, hastaligin sonucunu tahmin etmede ve optimal tedaviye karar
vermede potansiyel yol gostericidirler ve son yillarda fenotipleme caligmalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Bunlarin disinda insan kaynakli hedeflenmemis
metabolomik ve lipidomik analizlerde hiicre kiiltiirii, idrar, gaita ve tiikiiriik gibi
ornekler ile de calisilmaktadir.

Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi hedeflenmemis metabolomik ve
lipidomik calismalardaki en yiiksek varyasyon kaynaklarindan biridir. Bu nedenle
calisma sliresince Ornekler aymi sartlar altinda toplanmali ve saklanmalidir.
Metabolitlerin ve lipitlerin kararlilig1 sicakliktan etkilendigi i¢in 6rneklerin saklandigi
kosullar ayrica 6nemlidir. Plazma ve idrar 6rneklerdeki metabolitlerin -80 °C’de 30
ay, -20 °C’den diisiik sicakliklarda bir hafta, oda sicakliginda ise sadece birkag¢ saat
kararl1 kaldig: bildirilmistir (134). Bu nedenle molekiiler seviyelerdeki degisiklikleri
en aza indirmek ic¢in Orneklerin miimkiin oldugunca sogukta saklanmasi

gerekmektedir.
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Plazma ornekleri ile yapilan ¢aligmalarda kan 6rnekleri ayni tip pihtilagtirict
(EDTA, lityum heparin vb.) tiip igerisine alinmali ve hemen ardindan santriifiij edilip
plazma 6rnegi kandan ayrilarak -80 °C’de saklanmalidir. Aksi takdirde uzun siire oda
sicakliginda bekleyen kan ornekleri veya plazmalardaki metabolitlerin ve lipitlerin
seviyelerinde kaginilmaz olarak degisim meydana gelecektir. Doku 6rnekleri plazma
orneklerinden farkli olarak cerrahi miidahalenin hemen ardindan kriyojenik tiiplere
alinarak si1v1 azot igerisinde daldirilmali ve metabolizma aninda sondiiriilmelidir. Aksi
halde oOrnekteki metabolitlerin ve lipitlerin diizeylerinde yine degisim meydana
gelecektir. S1vi azot ile metabolizmasi aninda sondiiriilen doku 6rnekleri -80 °C’de

saklanmalidir.
2.5.2. Orneklerin Tiiketilmesi

Ornek hazirlama basamagi matriks etkisini azaltarak hassasiyeti arttirmak igin
hedeflenmemis lipidomik ve metabolomik analizlerde en temel ve en 6nemli basamak
olup analitik yonteme ve analiz edilecek metabolit veya lipit tiiriine gore degisim
gostermektedir. Ornek hazirlama basamagi ayni anda ¢ok sayida 6rnegi calismak ve
tilketme adimi sirasinda metabolitlerin ve lipitlerin stabilitesine bagli olarak olas1
herhangi bir bozulmay1 6nlemek ve yiiksek verimli analizler gergeklestirmek igin
basit, hizli, saglam ve tekrarlanabilir olmalidir. Bu nedenle analiz sonuglarinin kalitesi
ve dogrulugu 6rnek hazirlama basamagindan dogrudan etkilenmektedir.

Ornek hazirlama basamag tiiketme ve enstiimental cihazin gerekliliklerine
bagli olarak temelde iki basamak halinde gerceklestirilir. Plazma 6rnekleri ile yapilan
calismalarda ilk adim proteinlerin ¢oktiiriilmesi iken doku o6rnekleri ile yapilan
calismalarda ise metabolitlerin tiiketilmesinden 6nce veya es zamanl olarak 6rnegin
homojenizasyonudur (135).

Doku ornekleri ile yapilan ¢alismalarda metabolomik ve lipidomik profilin
degismemesi icin Oncelikli olarak metabolizma uygun bir sekilde sondiiriilmeli ve
tilkketme islemi gergeklesinceye kadar ornekler dondurulmalidir. Cogu durumda
metabolizmanin uygun sekilde sondiiriilememesi oksidatif strese neden olmaktadir.
Ayrica doku orneklerinin ultrasonikasyon vb. ile homojenizasyonu siv1 nitrojen veya

kuru buz varliginda yapilmalidir.
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Plazma ve doku metabolomu ile lipidomu ¢esitli miktarlarda, stabilitelerde ve
fizikokimyasal Ozelliklerde ¢ok cesitli metabolit ve lipit gruplar igerir (136). Bu
nedenle tek bir ¢oziicii ile karmasik bir biyolojik 6rnekten tiim metabolitlerin veya
lipitlerin tiiketilmesi miimkiin degildir (137, 138). Tiiketme basamaginda ¢alismanin
hedefi dogrultusunda, analitik yonteme ve ilgili molekiillerin fizikokimyasal
ozelliklerine bagli olarak ¢oziicii secimi yapilir. Analizler sonucunda elde edilen
metabolik veya lipidomik profil kullanilan ¢6ziicli veya ¢oziiciilerin polaritesine gore
degisir. Ayrica tiiketme geri kazanimi kullanilan ¢oziiciilerin fizikokimyasal
ozelliklerinin yani sira ¢oziicii-Ornek oranindan da etkilenir. Bu nedenle ¢dziiciiler
hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik ¢caligmanin amacina uygun olarak secilmeli
ve eger mimkiinse oOn deneyler ile c¢oziiciilerin tliketme verimlilikleri

degerlendirilmelidir.
Metabolitlerin Tiiketilmesi

Hedeflenmemis metabolomik analizlerde genel olarak sivi-sivi tikketme tercih
edilmektedir. Genel olarak metanol, aseton, asetonitril veya bu ¢d6ziiciilerin sulu
karigimlart  metabolizmayr  durdurmak, proteinleri ¢oktiirmek ve kapsaml
metabolomik profiller elde etmek i¢in kullanilmaktadir (9, 139, 140). Metanol hem
polar hem de polar olmayan metabolitleri ayn1 anda ¢6zme kabiliyetine sahip olmasi
nedeniyle diger c¢oziiciilerden daha fazla kullanilmaktadir. Asetonitril plazma
orneklerinden proteinlerin ¢oktiiriilmesinde metanole gore daha verimlidir. Plazma
orneklerinden proteinler plazma ile ayni hacimde asetonitril veya plazma hacminin en
az iki kati1 hacimde metanol eklenerek ¢oktiiriilebilir. Ayrica 6rnege dogrudan soguk
¢oziicli veya perklorik asit, formik asit (FA) gibi kimyasallarin eklenmesi ile de
metabolizma hizli ve etkili bir sekilde durdurulup proteinler ¢oktiiriilebilir (141).
Perklorik asitin kiitle spektrometresi ile uyumlu olmamasi ve pH degisimine baglh
olarak bazi metabolitleri kimyasal bozunmaya ugratmasi nedeniyle hedeflenmemis
metabolomik caligmalarda kullanimi  tercih  edilmemektedir (142, 143).
Hedeflenmemis metabolomik calismalarda kati faz tiiketme alternatif bir tiiketme
yontemi olsada kullanilan adsorbana bagli olarak belirli bir metabolit grubunun

analizine izin verdigi kullanimi kisithdir. Ornek hazirlama basamaginda proteinleri
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coktiirerek metabolitlerin ve lipitlerin analizine imkan veren bir diger yontem ise

ultrafiltrasyondur. Ancak ultrafiltrasyon maliyetli bir tiiketme yontemidir.
Lipitlerin Tiiketilmesi

Metabolomik caligmalara benzer sekilde lipidomik ¢alismalarda da giivenilir
ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in sadece Orneklerin toplanmasi ve
saklanmasina degil ayn1 zamanda 6rnek hazirlama basamaklar1 ve siireglerine ekstra
0zen gosterilmelidir.

Genel olarak lipidomik c¢alismalar hizli, tekrarlanabilir ve farkli polaritelere
sahip cok ¢esitli lipit siniflarii tiiketebilen ve analizlerin gergeklestirilecegi
enstriimantal tekniklerle uyumlu Ornek hazirlama yontemleri gerektirir (144).
Biyolojik 6rneklerden tiiketilen lipit kapsamini arttirmak igin sivi-sivi tiiketme,
organik ¢oziicii ile proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve kat1 faz tiikketme dahil olmak tizere
cesitli tiikketme yontemleri kullanilmaktadir (145). Lipidomik analizlerde de sivi-sivi
tilkketme yontemi diger yontemlerden daha sik kullanilmaktadir. Lipidomik tiiketme
protokolleri kromatografik ayirim ve kiitle spektrometrisi analizine potansiyel olarak
girisim yapabilecek biyolojik matris kaynakli diger bilesenlerin (proteinler, sekerler,
inorganik tuzlar gibi) numeneden uzaklastirilmasi i¢in lipitlerin hidrofobik yapisindan
yararlanir (146). Giiniimiizde Folch (147) ve Bligh (148) tarafindan gelistirilen
kloroform, metanol ve suyun kullanildig ii¢ fazli tikketme teknigi lipitlerin analizinde
halen altin standart yaklasim olarak kabul edilmektedir. Ayrica lipitlerin
tiiketilmesinde kloroform yerine diklorometan, metil tert-biitil eter (MTBE), biitanol
ve hegzan gibi farkl polariteye sahip ¢oziiciilerde kullanilmaktadir (149).

. Bligh ve Dyer yontemi: Az miktarda biyolojik 6rnek (<50 mg doku)
kloroform:metanol:su (1:1:0,9, h/h/h) ile tiiketilir. Faz ayirimindan sonra lipitleri
iceren kloroform alt fazi ile analizler gerceklestirilir. Kloroformun toksik olmasi,
viskozitesine bagli olarak pipetleme zorlugu veya pipetleme sirasinda suda ¢oziiciliniir
safsizliklarin kloroform fazi ile tasinmasi bu yontemin dezavantajlaridir.

o Folch yontemi: Az miktarda biyolojik Ornek (~0,1 g doku)
kloroform:metanol (2:1, h/h) karigimu ile tiiketilir ve tilketme ¢oziiciisii su veya %0,9
sodyum kloriir (0,2 hacim) ile yikanir. Bligh ve Dyer yontemine benzer dezavantajlara

sahiptir.
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o Matyash yontemi: Biyolojik 6rnek MTBE:metanol:su (5:1,5:1,25,
h/h/h) ile tiiketilir. Faz ayirimindan sonra MTBE iist fazda yer alir ve bu nedenle
yiiksek verim, tekrarlanabilirlik ve pipetleme kolayligina sahiptir. MTBE’in 6nemli
miktarda sulu bilesen igermesi nedeniyle suda c¢oziinlir kirletici maddeleri

tasityabilmesi ise dezavantajidir (150).
Biitiinlesik Omiks Analizler icin Es Zamanh Tiiketme

Biitlinlesik omiks analizlerde metabolom ve lipidomun kapsamli analizi igin
farkl: tiiketme protokolleri ve ayni 6rnegin birden fazla alikotu gerekir. Bu nedenle
coklu ve paralel 6rnek hazirlama yontemleri i¢in artan ¢aba, zaman ve maliyetin yani
sira genelde klinik olarak az miktarda biyolojik O6rnek toplanabilmesi veya etik
kisitlamalar nedeniyle gereken 6rnek hacimlerinin ¢ogu zaman ¢oklu tiiketmeler igin
mevcut olmamasi, bilim insanlarin1 ayni1 6rnekten lipidom, metabolom ve proteomun
es zamanli analizine izin veren ¢ok fazli tiiketme protokollerinin gelistirilmesine
yoneltmistir. Molekiiler smiflara gore tliketme kosullarmmin farklilhik gdstermesi
nedeniyle yiiksek verimli, kapsamli ve farkli tiirde molekiillerin (DNA'lar, RNA'lar,
proteinler, metabolitler, lipitler gibi) aym1 6rnekten analizine imkan veren tliketme
yontemlerinin gelistirilmesine yonelik artan ilgi sonucunda elde edilen biyolojik veri
kapsaminin arttirildigi bildirilmistir (126). Ayrica tez kapsamindaki gibi biitiinlesik
omiks analizlerle GC-MS ve LC-MS gibi farkli analitik platformlar kullanarak ayni
ornek tizerinde birden fazla analiz yapilmasi deneysel varyansi en aza indirirken, veri
dogrulugu ile karsilastirilabilirligini ve analiz edilen molekiiler tiir sayis1 ile kapsamini
da arttiracaktir. Bu strateji omik arastirmalarinin en yaygin amacini yani tanimlanan
biyomolekiil sayisi ve tiiriiniin arttirilmasi gerekliligini dogrudan karsilamaktadir. Bu
nedenlerle biitlinlesik omiks analizler i¢in ayn1 6rnekten farkli molekiiler gruplarin
analizine imkan veren hizli, saglam, tekrarlanabilir, yiiksek verimli ve basit 6rnek
hazirlama protokollerinin gelistirilmesi hedeflenmemis c¢aligmalardan elde edilen

bilginin genisletilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
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2.5.3. Ornek Hazirlama Basamag
GC-MS Analizleri icin Ornek Hazirlama Basamag

GC-MS ile hedeflenmemis analizlerde tiiketme isleminin ardindan ornekler
genel olarak tlirevlendirilir. GC-MS ile yapilan analizlerde uygun sartlar altinda
tikketilen metabolitler veya lipitler ugucu olmadigi siirece Ornek kaynagina
bakilmaksizin tiirevlendirilmelidir. Molekiillerin yiiksek sicakliklarda bozunmasin
onlemek ve karboksilik asit, keton ve alkol gibi polar fonksiyonel gruplar1 igeren
metabolitlerin ucuculugunu artirmak icin tiirevlendirme yapilir. Tiirevlendirme
ucuculugu, termal kararliligi, hassasiyeti ve dedektdor yanitim1 iyilestirir.
Metoksiaminasyon ve ardindan sililasyon GC-MS’de yaygin uygulanan iki asamali
tiirevlendirmedir (151). Uygun ¢oziicii/¢oziciiler ile tiiketilen drnekler tiirevlendirme
basamagindan Once bir vakumlu santrifiij veya liyofilizatér ile kuruluga kadar
ucurulur.

GC-MS ile analiz edilen Orneklerin tiirevlendirilmesinde siklikla ti¢ tip
tiirevlendirme ajani kullanilir. Bunlar N,O-Bis (trimetilsilil) trifloroasetamit (BSTFA),
N-Metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamit (MSTFA) ve N-tert-Butildimetilsilil-N-
metiltrifloroasetamittir (MTBSTFA). Bu {i¢ reaktif alkoller, karboksilik asitler,
karbonhidratlar, amitler, aminler, asit anhidritler ve siilfonamitler gibi fonksiyonel
gruplari igeren metabolitlerin sililasyonu saglar. BSTFA ve MSTFA metabolitlerin
aynt trimetilsilil (TMS) tilirevlerini iiretirken, MTBSTFA tert-butildimetilsilil
(TBDMS) tiirevlerini olusturur. TBDMS tiirevleri TMS tiirevlerine kiyasla daha
yuksek sinyal lretmelerine ve hidrolize karsi daha kararli olmalarma ragmen
metabolitlerin veya lipitlerin tanimlamasindaki zorluklar nedeniyle cok tercih
edilmezler (152). Bu nedenle genel olarak tiirevlendirme ajani olarak MSTFA
kullanilir. MSTFA ile siklikla kullanilan trimetilklorosilan (TMCS) veya tert-
butildimetilklorosilan (TBDMCS) tiirevlendirme reaksiyonunu katalize eder.
Tirevlendirme dedektor sinyalini ve ayirma giiclinii arttirir ancak birden fazla
tiirevlendirme iirlinii olugturarak ¢oklu pik olusumuna neden olabilir (153). Sililasyon
basamagindan sonra ¢oklu piklerin ortaya c¢ikmasinin nedenlerinden biri

metabolitlerdeki ¢coklu tiirevlerin olusumundan sorumlu enol gruplarinin varligidir. Bu
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nedenle genellikle metoksiaminasyon (piridin i¢inde metoksiamin hidrokloriir ile)
metabolitlerdeki ¢oklu tiirevlerin olusumunu 6nlemek igin kullanilir.

GC-MS analizlerindeki bu ek adimlar ana varyasyon kaynaklarindan biridir ve
calismanin tekrarlanabilirligini etkiler. Ornege yeterli tiirevlendirme ajan1 (50-80 uL)
eklenerek ve tiirevlendirme isleminin tamamlanmasi i¢in uygun kosullar saglanarak
varyasyonlar en aza indirilebilir. Metoksiaminasyon reaksiyonunun tamamlanma
derecesi metoksiamin hidrokloriir hacmi, derisimi ve inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile
iligkilidir. Daha yiiksek bir inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi metoksiaminasyon igsleminin
tamamlanmasini saglasa da termal olarak kararsiz metabolitler bozunabilir (154).
Sililasyonda 1ise metabolomik analizin sonucunu etkileyen kritik faktorler
tiirevlendirme reaktifinin hacmi, inkiibasyon sicakligi ve siiresidir. Literatiirde
metoksiaminasyon ve sililasyon reaksiyonlar1 i¢in genel olarak rapor edilen
inkiibasyon sicakliklari ve siireleri 30-70 °C ve 30-120 dak iken metoksiaminasyon ve
sililasyon reaktiflerinin hacimleri ise sirasiyla 20-40 pL (piridin i¢inde 10-30 mg/mL)
ve 60-80 pL’dir (155-159).

LC-MS Analizleri i¢cin Ornek Hazirlama Basamag)

LC-MS ile yapilan hedeflenmemis metabolomik veya lipidomik ¢aligmalarda
genel olarak tiirevlendirme gibi bir ek adima ihtiya¢c duyulmaz. Bu nedenle LC-MS
analizleri i¢in 6rnek hazirlama basamagi GC-MS analizlerine gore ¢ok daha basit ve
tekrarlanabilirdir ve ayrica daha kisa siirede daha az maliyetle gerceklestirilir. LC-MS
ile analizden Once uygun sartlarda tiiketilen metabolitler veya lipitler vakumlu
santrifiijde veya liyofilizatorde kuruluga kadar ugurulur. Ugurulan 6rneklerin yeniden
¢Oziindiiriilmesinde genelde kromatografik analizde tercih edilen hareketli faz karigimi
(1:1, h/h) kullanilir. Coziinme kinetigi agisindan vorteks siiresi, drneklerin yeniden
¢oOziindiiriilmesinde kullanilan ¢6ziicii bilesimi ve hareketli faza eklenen FA orani (%)
LC-MS ile yapilan hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizlerde 6rnek

hazirlama basamagini etkileyebilecek onemli faktorlerdir (160, 161).
2.5.4. Enstriimental Analiz

Hiicresel metabolizmanin yeterli sekilde kapsanmasi igin tek bir drnekten

molekiiler bilesenlerin saglam ve etkili bir sekilde geri kazanilmasina izin veren ¢ok
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yonlii bir tiiketme isleminin yani sira ¢esitli kimyasal siniflarin analizine izin veren
kombine analitik yontemlere ihtiyag vardir. Hedeflenmemis metabolomik ve
lipidomik c¢aligmalarda kullanilan enstriimental cihazlar karmasik biyolojik
orneklerden yiizlerce veya binlerce molekiilii ayn1 anda analiz etmeli ve bu
molekiillerdeki farkliliklarin izlenmesine imkan vermelidir (162, 163). Gilinlimiizdeki
mevcut analitik platformlarin hicbiri 6rnekte var olan fizikokimyasal ¢esitlilige sahip
cok sayida kimyasal sinifin (hidrofilik karbonhidratlar, ugucu alkoller ve ketonlar,
amino ve amino olmayan organik asitler ve hidrofobik lipitler gibi) analizini tam
olarak gerceklestirme becerisine sahip degildir (8, 12, 164). Bu nedenle, hiicresel
metabolomu veya lipidomu tam olarak olmasa da kapsamli sekilde analiz etmek i¢in
farkli enstriimental cihazlarin es zamanli olarak kullanilmas1 gereklidir (165, 166).

Metabolomik veya lipidomik c¢alismalarda yliksek c¢oziiniirlikli gelismis
spektroskopik teknikler ile analizler gerceklestirilir. NMR spektroskopisi (167), GC-
MS ve LC-MS metabolomik c¢alismalarda siklikla tercih edilen enstriimental
tekniklerdir (165, 168, 169). Bu enstriimental tekniklerin belirli alanlarda birbirlerine
gore Ustlinlikkleri vardir. Kiitle spektrometresine kiyasla NMR  yiiksek
tekrarlanabilirlige sahiptir. Analizler esnasinda 6rnek zarar gérmez ve metabolitler ile
lipitlerin tanimlanmasi nispeten daha kolaydir. Ancak NMR cihazlarinin diisiik
¢Oziinlirligli ve duyarliligr nedeniyle Ornekteki mM diizeyindeki metabolitler ve
lipitlerin tayin edilmeleri zordur (170). NMR’nin en biiylik dezavantaji ise karmasik
biyolojik Orneklerde tanimlanan metabolit sayisinin (20-50 metabolit) smirl
olmasidir. GC-MS ile yapilan hedeflenmemis analizlerde tanimlanabilen toplam
molekiil sayis1 (metabolitler ve lipitler) yiiz civarinda iken LC-MS’de bu say1 bine
yakindir. Metabolomik analizlerde kullanilan bir diger enstriimental cihaz ise CE-
MS’dir. CE-MS’nin ayirma etkinligi GC-MS ve LC-MS’ye gore daha yiiksek olup
tekrarlanabilirligi ise daha diisiiktiir (171). Bu nedenle CE-MS’in metabolomik
analizlerde kullanimi ¢ok smnirhidir. Ayrica hiicrelerin kiiltiirlenebildigi, manipiile
edilebildigi ve pargalanabildigi yiiksek verimli ve kontrolli platformlar olan
mikroakigkanlar metabolomik ve lipidomik c¢alismalar i¢in gelecek vadetmektedir
(172).

Giiniimiizde GC-MS ve LC-MS 1iyi kromatografik ayirim ve yiiksek detektor

hassassiyeti ile metabolomik ve lipidomik analizde en sik tercih edilen enstriimental
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tekniklerdir (12). Biyolojik orneklerdeki binlerce metabolit ve lipit farklhi
kromatografik davranig gostermelerine bagli olarak bu enstriimental teknikler ile
kromatografik olarak ayrilip analiz edilebilmektedir (173). Iyi bir kromatografik
ayirim duyarlilikta azalma olmadan MS ile analiz edilecek metabolit sayisin1 arttirir.
Aksi takdirde matris etkisinden kaynaklan iyon baskilanmasi nedeniyle duyarlilikta
diisiis meydana gelir.

Ornekteki molekiiller ile kromatografik sistem arasindaki etkilesimler
molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerine ve sabit faz tipine bagl olarak degisir. Bu
etkilesimlere bagli olarak molekiillerin eliisyon sirasi belirlenir. Genel olarak ugucu
organik bilesiklerin, bazi lipit simiflarinin ve tiirevlendirilebilen molekiillerin analizi
GC-MS ile gerceklestirilirken kismen polar veya orta polar bilesikler ile bir¢ok lipit
siifinin analizi LC-MS ile gergeklestirilir (Sekil 2.3.). GC-MS ve LC-MS’de analiz
edilen molekiillerin tiirli ve sayist birbirinden farklidir. Bu nedenle hedeflenmemis
calismalarda hem GC-MS hem de LC-MS’in kullanilmasi analiz edilen molekiiller

tiirlerin kapsamini arttirir (12).

LC-MS (HILIC kolon)

GC-MS - GC-MS+Tirevlendirme

v

Steroller Fosfolipitler Yag Asitleri Organik Asitler ~ Amino Asitler

Trigliseritler Ugucu Yaglar Ugucu Organik Bilesikler Kisa Zincirli Yag Asitleri  Sekerler
<Apolar Orta-polar Polar Cok Polar >

Sekil 2.3. Metabolit ve lipit siniflarinin analiz edildigi enstriimental teknikler (102).

Tez ¢alismasi kapsaminda hedeflenmemis metabolomik analizler iki analitik
teknigin eszamanli kullanimi (GC-MS ve LC-qTOF-MS) ile hedeflenmemis lipidomik
analizler ise LC-qTOF-MS ile ger¢eklestirilmis ve bu enstriimental cihazlara ait genel

bilgiler asagida sunulmustur.
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GC-MS (174-178)

GC-MS ornekteki molekiiler tiirlerin gaz fazinda ayirimi i¢in GC ile bu
molekiillerin tanimlanmasinda kullanilan MS’nin bir araya getirildigi giiclii bir
kombine analitik tekniktir. GC kat1, sivi veya gaz halindeki 6rneklere uygulanabilen
termal kararliliga, yiiksek uguculuga ve diisiik molekiiler agirliga sahip molekiillerin
kilcal bir kolon yardimiyla ayrildigi etkili bir kromatografik teknik olarak da
tanimlanmaktadir. GC’de molekiiller helyum, azot, argon gibi bir tasiyict gaz
yardimiyla kolon boyunca taginarak sabit fazda adsorbiyon (gaz-kat1) veya dagilma
(gaz-s1vi) esasina gore ayrilir ve kaynama noktalari ile polaritelerine bagli olarak
kolondan farkli zamanlarda eliie olurlar.

Kilcal GC kolonundan eliie olan molekiiller kiitle spektrometresinde vakum
altinda iyonize hale getirilir. Par¢alama iriinleri (fragmentler) genelde dort kutuplu
kiitle analizorii yardimiyla kiitle/yiik (m/z) oranlarma gore ayrilir. GC-MS’de veri
toplama genis bir m/z orani araliginda tarama (SCAN) modunda veya daha once
belirlenmis molekiile ait tanimlayici kiitlelere ait veri toplamak i¢in segici iyon izleme
(SIM) modunda gerceklestirilebilir. GC-MS ile analizi gerceklestirilen karmagik bir
Ornege ait elde edilen kromatogramda cok sayida pik yer alir ve molekiillerin
tanimlanmast i¢in her pike ait benzersiz kiitle spektrumlar1 iretilir.
Kromatogramlardaki her bir pike karsilik gelen molekiile ait alan degeri onun miktari
ile orantilidir. Molekiiller ticari olarak temin edilebilen kapsamli kiitle spektrum

kiitiiphaneleri ile tanimlanir.
GC Cihaz

GC cihaz1 birgok bilesenden olusur ve sistemdeki her bilesenin rolii iyi bir
ayirim ve analiz i¢in kritik 6neme sahiptir. GC tastyic1 gaz, akis diizenleyici, enjektor,
sicaklik programlanmasinin yapildigi kolon firimi, aymrmin gergeklestigi kolon,
molekiillerin sinyalini algilayan dedektor ve verilerin kromatograma doniistiiriilmesini

saglayan veri sistemi ile bilgisayardan olusmaktadir (Sekil 2.4.).
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Enjektérl
Ornek

Tasiyici Gaz Girigi

Veri Sistemi ve
Bilgisayar

Tasiyici Gaz

o

Dedektor

Akig Diizenleyici

Sekil 2.4. GC sematik gosterimi (179).

Tasiyic1 Gaz

Molekiiller inert tasiyict gaz yardimiyla kolon boyunca taginip detektore
ulastirilir. Iyi bir kromatografik ayirim ve tekrarlanabilir kromatogramlar elde etmek
icin tasiyict gazin safligr ve akisin diizenli olmasi ¢ok onemlidir. GC’ye yiiksek
saflikta ve sabit akista gaz saglamak icin akis diizenleyiciler (gaz kontrol iinitesi)
kullanilir. Prensip olarak tasiyici gazin inert olmasi yani ayirim ve dedeksiyona
miidahale etmemesi gerekir. Yiiksek saflikta helyum (He), hidrojen (Hz2) ve azot (N2)
yaygin olarak kullanilan tasiyict gazlardir. Bu gazlarin farkli 6zellikleri ve
karakteristikleri vardir. Tasiyic1 gaz se¢imi Ornege, detektdre ve analiz tiiriine baglh
olarak yapilir. Bu noktada ayiricilik, etkinlik (ayirma verimliligi), maliyet ve dedektor
ile uyum gibi ¢esitli faktorler dikkate alinarak tasiyici gaz se¢imi yapilmalidir.

Bir kolonun etkinligi teorik tabaka sayisi (N) ile belirlenir. N degeri ne kadar biiyiikse
kromatografik ayirim o kadar verimli olur. Ayirma verimliligi teorik tabakaya esdeger
yiikseklik (HETP) ad1 verilen bir bagka parametre ile de degerlendirilir. HETP degeri
ne kadar diisiik olursa ayirma verimliligi o kadar yiiksek olur. GC’de tastyic1 gazin
ortalama dogrusal hiz1 ayirma verimini etkiler. Tasiyic1 gazlar icin HETP ve dogrusal

hiz arasindaki iligki van Deemter grafigi (Sekil 2.5.) ile gosterilir (175). Bu grafige
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gbre N2 gazi ile en diisiik HETP degerine ¢ok diisiik bir dogrusal hizda (12 cm/sn)
ulagilir. N2, He ve H2 gazlarina gore ¢cok daha dar ortalama dogrusal hiz aralifina
sahiptir. Bunedenle N2 ¢cok uzun ¢alisma siireleri gerektirir ve yaygin kullanilmaz. Ha
gaz1 ise genis ortalama dogrusal hiz araligina sahip olup ayirma verimliligi en yiiksek
gazdir. Ancak patlayici olmasi nedeniyle tercih edilmez. He gazi ise H2 gazina benzer
sekilde genis ortalama dogrusal hiz araligina sahiptir ve aralarinda verimlilik agisindan
cok biiytik bir fark yoktur. Bu nedenlerle GC’de tastyic1 gaz olarak siklikla He gazi

tercih edilir. Tastyic1 gazlara ait avantaj ve dezavantajlar Tablo 2.2.’de sunulmustur.

1.2 7
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Ortalama Dogrusal Hiz (cm/sn)

Sekil 2.5. Tasiyici gazlara ait Van Deemter grafigi (179).
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Tablo 2.2. Tasiyic1 gazlarin avantaj ve dezavantajlart.

Tasiyic1 Gaz Avantajlan Dezavantajlan

Yiiksek diftizlenme

Yiiksek dogrusal hiz Yanici
e Iyi ayirim verimliligi Tamamen inert degil
Kisa analiz siiresi
Yanici degildir Pahali
He Yiiksek ayiricilik saglar Kolay ulasilmaz
Diisiik ayiricilik
N2 Ucuz ve kolay ulasilabilir

Uzun analiz ve ¢alisma stiresi

Enjeksiyon Tiirleri

Omek enjeksiyonu GC’deki en onemli basamaklardan biridir. Ornegin
enjektor araciligiyla tek seferde kolona verilmesi gerekir. Aksi takdirde yavas
enjeksiyon veya biiylik 6rnek hacmi kuyruklanmaya ve zayif ayiriciliga neden olur.
Ornegi aminda buharlagtirmak igin genellikle enjeksiyon portuna ve cam inserte
yiiksek sicaklik (150-250 °C) uygulanir. Cok yiiksek sicakliklarda 6rnek bozulabilir
veya istenmeyen pik olusumu meydana gelebilir. GC analizi i¢in genelde birka¢ uL
ornek yeterlidir. Giris blogundaki septum 6zellikle plazma gibi yiiksek derisime sahip
orneklerle yapilan metabolomik analizlerde diizenli zaman araliklarinda
degistirilmelidir. Enjeksiyon modlar1 bolmeli (split), bolmesiz (splitless) ve dogrudan
kolona olmak tizere ii¢ cesittir (Sekil 2.6.).
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Bélmeli Enjeksiyon Bélmesiz Enjeksiyon Dogrudan enjeksiyon

L L

U

L Bdlme Agzi Agik L Bélme Agzi Kapali

Kolon
Kolon Kolon

Sekil 2.6. GC’deki enjeksiyon modlarinin sematik gosterimi (179). A) Bolmeli
enjeksiyon, B) Bolmesiz enjeksiyon, C) Dogrudan enjeksiyon.

Bolmeli enjeksiyon yiiksek derisime sahip analitleri iceren 6rneklere uygulanir
ve Ornegin sadece kii¢lik bir kisminin kolona enjeksiyonuna izin verir. Kolonun asir1
yiiklenmesini ve pik genislemesini engellemek i¢in kullanilir. Kolonun asir1
yiiklenmesi ve buna bagli olarak gelisen pik genislemesi teorik tabaka sayis1 ve pik
simetrisi gibi kromatografik parametreleri etkiler. Bu durum 6zellikle hedeflenmemis
analizlerde kromatogramlarin ayristirilmasinda sorunlarla karsilagilmasina neden
olabilir. Kolona enjekte edilen madde miktar1 bolme oranina baghdir. Bolmeli
enjeksiyonda 6rnek hacmi genelde 1-5 pL olup, 1:10 ile 1:100 araliginda bélme orani
tercih edilir (180, 181). Kiiciik i¢ capa sahip kolonlar i¢in yliksek bolme oranlari
kullanilmalidar.

Bolmesiz enjeksiyon plazma veya doku 6rneklerinin aksine hiicre kiiltiirii gibi
metabolit veya lipit miktar1 nispeten diislik olan drnekler i¢in tercih edilir ve genelde
analiz edilen metabolit sayisini arttirmak i¢in kullanilir. Bélmesiz enjeksiyonda 6rnek
hacmi genelde 1 uL’dir ve belirlenen 6rnek hacminin tamami GC kolonuna gonderilir
(182). Bolmesiz enjeksiyon kullaniminda kolonun asir1 yiliklenmediginden ve pik

genislemesinin olmadigindan emin olunmalidir.
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Dogrudan enjeksiyon termal olarak kararsiz ve diisiik uguculuga sahip analitler
icin kullanilir. Dogrudan enjeksiyonda sicak enjeksiyon blogu ile temas Onlenir ve

ayirim dogrudan kolonda gerceklesir.
GC Kolonlan

GC’de ayirim esas olarak kolonlar ve sicaklik kontrolii yapilabilen kolon firim
kullanilarak saglanir. Uygulanacak maksimum sicaklik kolon tiirline ve iiretici
firmanin talimatlar1 gore belirlenir. Kolon uzunlugundaki artis etkinligi ve segiciligi
artirir. Karmagik biyolojik 6rnekler i¢in genelde daha uzun kolonlar tercih edilirken
karmagik olmayan ornekler i¢in daha kisa kolonlar kullanilabilir. GC’de kolon
uzunlugu arttikca analiz stliresi uzar. Buna bagli olarak harcanan zaman ile maliyette
artis ve giinliikk analiz edilen 6rnek sayisinda diisiis meydana gelir. Bu nedenle
hedeflenmemis analizlerde kisa analiz siirelerinde yiiksek ayirim giicii elde etmek i¢in
kolonun optimum uzunlukta olmasi istenir. Ticari olarak 5 m ile 150 m arasinda
degisen kolonlar temin edilebilir. Hedeflenmemis metabolomik analizlerde siklikla 30
m uzunluguna sahip kolonlar kullanilir.

Dolgulu kolonlar (gaz-kat1 ve gaz-sivi) GC’de kullanilan ilk kolonlardandir.
Ancak dolgulu kolonlarin simirli uygulamalari ve diisiik ayirma giicii nedeniyle
kullanimlar1 sinirlidir. Giiniimiizde GC analizlerinde daha etkili ayirma saglayan agik
kapiler kolonlar tercih edilmektedir. Kapiler kolonlar i¢ ¢ap olarak daha kiigiiktiir ve
poliimid kapli ergitilmis silikadan yapilmaktadir. Bu kolonlar ile kisa analiz
stirelerinde yiiksek ayirma giicii elde edilir ve daha az 6rnek hacmiyle ¢aligilabilir.
Kapiler kolonlar siv1 sabit fazin yapisi ve yerlesimindeki farkliliklara bagli olarak
ceperi kaplh agik kapiler (WCOT), destek kapli acik kapiler (SCOT) ve gozenekli
katmanli acik kapiler (PLOT) olmak iizere temelde ii¢ ¢esittir (Sekil 2.7.).
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I Dolgulu kolon
©  Gozenekli kati

©  Swikapl kati/sivi sabit faz
GC Kolonlari BN Kapiler kolon
Sivi sabit faz
) Gozenekli kati destek
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{j Kapiler
£h30 ?} Ceperi Gozenekli Destek
3 2;:3 Gozenekli Sivi kapli Kapl Agik PLOT 'I:atll;nanh Kapl Agik
g 97 kati kati Kapiler GIK Kapiler
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Sekil 2.7. GC kolon gesitleri (179).

= WCOT kolonlar: Siv1 sabit faz kapilerin i¢ duvarma diizgiin bir sekilde
uygulanir ve kimyasal olarak baglanir. Bu ince siv1 tabaka kromatografik
ayirim sirasinda ornek ile etkilesime girer.

= SCOT kolonlar: Kolon duvar kiiciik partikiiller halinde destek materyali

ile kaplanmistir. Ayirimin gerceklesti§i sivi faz destek materyaline
baglanmistir.

= PLOT kolonlar: Sabit faz katidir ve gaz-kati kromatografi

uygulamalarinda tercih edilmektedir.

Genel olarak GC’de kromatografik ayirim kolon boyutlar1 (uzunluk, i¢ ¢ap),
sabit faz bilesimi ve kalinligindan etkilenir. Bu nedenle ¢alismanin amacina uygun
kolon se¢ilmelidir. Sabit faz film kalinlig1 alikonma siiresi ve ayiricilik ile iliskilidir.
Film kalinlig1 arttik¢a alikonma siiresi artar. Ayrica kolonun asir1 yiiklenmesini
onlemek i¢in film kalinhigi azaldikca ornek enjeksiyon hacminin de azaltilmasi
gerekir. Yiiksek ve orta molekiiler agirliga sahip molekiillerin ayiriminda ince film
kalinligina, yiiksek derisimdeki Orneklerin ve diisiik molekiiler agirliga sahip
molekiillerin ayiriminda ise yiiksek film kalinligina sahip kolonlarin kullanimi tercih
edilir. Ticari olarak 0,1-10 pm arasinda degisen film kalinliklarina sahip kolonlar
temin edilebilir. Hedeflenmemis metabolomik analizlerde genelde 0,1 ile 0, 25 pm

arasinda degisen film kalinligina sahip kolonlar kullanilir.
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Kolon se¢imindeki bir diger 6énemli parametre ise kolon i¢ ¢apidir. Kolon i¢
¢ap1, drnek hacmi ve optimum akis hiz1 arttik¢a kolonun ayirma verimi diismektedir.
Hedeflenmemis metabolomik analizlerde genelde 0,15 ile 0,35 mm i¢ capa sahip
kolonlar tercih edilir. Karmasik 6rneklerin analizi bu kolonlar ile ortalama analiz
stirelerinde yiiksek verimlilik ve genis bir derisim araliginda gerceklestirilir.

Sabit faz secici bir analizin anahtaridir ve sabit faz segimindeki en 6nemli kriter
polaritedir. Sabit fazlar polar, yar1 polar ve apolar olmak {izere basitce iige ayrilabilir.
GC-MS temelli metabolomik analizlerin ¢ogunlugunda %5 difenil-%95
dimetilpolisiloksan (DB-5 MS) sabit fazi kullanilir. Genel olarak hedeflenmemis
metabolomik analizlerde kullanilan kolonlarin uzunlugu 30 m, film kalinlig1 0,25 pm

ve i¢ ¢ap1 0,25 mm’dir.
Firin Sicaklik Program

Karmagik biyolojik ornekler gesitli kaynama noktalarina sahip molekiiller
icerir. Bu molekiillerin yiiksek ayiricilikta kromatografik ayirimlari igin firin sicaklik
programi oldukca onemlidir. Kolon firin1 sicakliginin artirilmasi sonucu gazlarin sivi
icindeki ¢oOziiniirliigiinde azalma ve molekiillerin alikonma siirelerinde ise artis
meydana gelir. Analizler 6rnekteki diisiik kaynama noktali bilesenleri ayirmak igin
diisiik sicaklikta baglatilir ve analiz esnasinda yliksek kaynama noktali bilesenleri
ayirmak i¢in sicaklik yiikseltilir. GC-MS firin sicaklik programindaki tipik sicaklik
artis hiz1 3-10 °C/dak’dir. Firin sicaklik programlamasi 6rneklerin 6zelliklerine gore
belirlenir ve c¢ikilacak maksimum sicakliga dikkat edilmelidir. Ciinkii kolon
ireticisinin belirledigi maksimum ¢aligsma sicakligin1 agmak kolon kanamasina neden
olur. Kolon kanamasi destek materyali lizerine tutturulmus siv1 sabit fazin tasiyici gaz
tarafindan siireklenmesidir. Kolon kanamasi sonucunda sabit fazin miktar1 degisir ve
analizlerden tekrarlanabilir sonuclar elde edilemez. Kolon kanamasinin devami

halinde kolon zaman igerisinde kullanilamaz hale gelir.
Dedektorler

Dedektorler bir karisimdaki analitlerin varligin1 ve miktarini belirlemek i¢in
kullanilir. Olgiim sonuglari sinyallere déniistiiriiliir ve bir kromatogram elde etmek igin

alikonma zamanina karst iki boyutlu grafik olusturulur. Pik alan1 ve/veya pik
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yiiksekligi ornekte bulunan molekiil miktarina karsilik gelirken alikonma zamani
molekiiliin kimligini belirlemede kullanilir. Termal iletkenlik, alev iyonizasyon,
elektron yakalama, termiyonik, alev fotometrik ve MS gibi ¢esitli GC dedektorleri
mevcuttur. Ideal bir GC dedektorii; yeterli duyarlilik, yiiksek segicilik,
tekrarlanabilirlik, genis ve dogrusal caligma araligi, kullanim kolayligi, yiiksek
kararlilik gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olmalidir. Ancak tiim bu ideal 6zellikleri tek bir
dedektorde bulmak zordur. Bu nedenle dedektor secimi ¢alismaya uygun olarak
yapilmalidir. Sik kullanilan GC dedektdrlerine ait secicilik ve gozlenebilme siniri

degerleri Tablo 2.3’te sunulmustur.

Tablo 2.3. GC dedektorlerine ait segicilik ve gdzlenebilme sinir1 degerleri.

Dedektor Secicilik Gozlenebilme Sinir1
Alev Iyonlasma Hidrokarbonlar, kiikiirt 0,2 pg/s

Elektron Yakalama Halojenler gibi elektrofilik bilesikler 5 fg/s

Kiitle Iyonize tiirler 0,25-100 pg

Termal Iletkenlik Evrensel (secici degil) 500 pg/mL
Termiyonik Azot ve fosfor bilesikleri 0,1 pg/s (N)

MS, metabolomik ¢aligmalarda kullanilan en verimli, tekrarlanabilir, giivenilir,
secici ve saglam olan 50etektorden. Tez calismast kapsaminda MS kullanildigindan

bu dedektor detayli olarak incelenmistir.
MS

MS ornekteki molekiilleri gaz halinde yiiklii ve hareketli bilesenlerine
doniistiirlip bunlart kiitle/yiik (m/z) oranlarima gore ayiran, teshis ve tayin amagh
kullanilan giiclii bir analitik aragtir. Cok sayida bilesenin es zamanli olarak yiiksek
hassasiyet ile analiz edilmesi kolayligin1 saglar. Diisiik gbézlenebilme sinirlar ve
uygulama cesitliligi ile giiniimiizde ¢evre, adli tip, ila¢ ve kimya endiistrileri gibi
birgok alanda oldukga popiilerdir. Ayrica MS metabolomik ve lipidomik ¢aligmalarda
kullanilan en verimli, tekrarlanabilir, giivenilir, se¢ici ve saglam olan analitik aragtir.
Bir metabolitin veya lipitin kiitlesini tekrarlanabilir olarak yiiksek hassassiyetle

belirlemek bu molekiillerin tayinlerinde kullanilabilecek en faydali verilerden biridir.
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GC’nin MS ile kombine hali 0zellikle metabolomik ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bunun nedeni tekrarlanabilir molekiiler parcalanma iiriinleri
saglayan elektron iyonizasyon (EI) adi1 verilen sert iyonizasyon teknigi ile uyumlu
olmasi kaynaklidir. EI iyonizasyonu molekiilleri tamamen parcgalayarak ve molekiile
Ozgl fragmentler olusturarak GC-MS’yi metabolitlerin veya lipitlerin tanimlanmasi
icin benzersiz bir ara¢ haline getirir. Bu benzersiz fragmentler metabolitlerin ve
lipitlerin tanimlanmasi i¢in kullanilir. GC-MS’nin bir diger avantaj1 ise metabolitlerin
veya lipitlerin tanimlanmasinda kullanilan ticari veya in-house olarak adlandirilan
dahili kiitiiphanelerin ¢ok gelismis olmasidir. Analizler sonucunda elde edilen kiitle
spektrumlar1 molekiilleri tanimlamak i¢in kiitiiphanede var olan bir referans spektrum
ile kolaylikla karsilastirilabilir. Bu kiitiiphaneler metabolomik analizlerde GC-MS’yi
LC-MS’ye gore daha avantajli hale getirmektedir. GC-MS’nin LC-MS’ye gore en
biiylik dezavantaji ise molekiilleri ugcucu ve termal olarak kararli hale getirmek i¢in
kullanilan zaman alic1 ve maliyetli olan tiirevlendirme basamagina olan ihtiyactir.
Temel olarak ¢ozelti halindeki Ornekte var olan molekiiller iyonizasyon
basamaginin ardindan gaz fazina iyonlasirlar. Olusan her bir iyonun kendine 6zgii bir
kiitlesi ve yiikii vardir. Iyon halindeki bu yiiklii molekiiller manyetik veya elektriksel
alandan gegerken m/z oranlarina gore ayrilirlar. Bilesikler analizérden gelen m/z
degerlerinin 51etektorden gelen cevap (intensite) verilerine karsi ¢izilen bir dizi kiitle
spektrumu ile taninirlar (Sekil 2.8.). Kiitle spektrumundaki m/z degerleri x ekseninde,
iyon yogunluklar1 ise y ekseninde yer alir. Toplam iyon kromatogrami (TIC) ayni
taramada tiim kiitle spektral pik noktalarinin yogunluklarinin toplanmasiyla

olusturulan kromatogramdir.
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Toplam Iyon
Kromatogrami (TIC)

Dedektor
cevabi
Kitle

Kromatogrami

®°

Kltle Spektrumu

N
Sekil 2.8. MS analizlerinden elde edilen kromatogram ve kiitle spektrumu (179).

MS, GC veya LC boliimii ile baglantinin saglandigi bir 6rnek girisi, vakum

sistemi, iyon kaynag, kiitle analizorii, dedektor olmak iizere bes kisimdan olusur

(Sekil 2.9.).
- pmelg
Ornek Girigi .

Kiitle Analizorii
Dedektor H yon Kaynag:

Tl

Vakum Sistemi

=

Sekil 2.9. GC-MS’nin sematik gosterimi (179).
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Ornek Girisi (Arayiiz)

Ornek giris sistemleri kromatografi cihazi ve MS’i birbirine baglayan bir koprii
gorevi goriir. MS’nin yiiksek vakum ihtiyacini karsilamak i¢in vakum pompalama
sistemleri ile birlikte basincin diigiiriilmesinde ve sabit tutulmasinda rol oynarlar. Bir
1sitict ile GC kisminda ayrilan molekiillerin gaz fazinda kalmasini ve sadece ugucu
bilesiklerin MS'e girmesini saglamak i¢in arayiiz sicaklig1 yiiksek tutulur.

Cesitli ornek giris sistemlerine sahip olan kiitle spektrometrelerinde miimkiin
olan en az vakum kaybi ile iyon kaynagina 6rnek verilmesi arzu edilir. Hem GC hem
de MS yiiksek sicaklik ve gaz halindeki bilesikleri icermesi bakimindan oldukga
benzerdir. En 6nemli fark basing gereksinimidir. GC atmosferik basingta calisirken
MS igin diisiik basing ve yiiksek vakum (103-10* Pa) gerekir. Basing probleminin
iistesinden gelmek ve GC ile MS arasindaki baglantiyr saglamak i¢in vakum

pompalama sistemleri olduk¢a 6nemli rol oynar.
Vakum Sistemi

MS’de iyonlarin serbest ugusunu saglamak i¢in vakum pompalama sistemi
vazgecilmezdir. Tek bir vakum pompasi veya bir diferansiyel vakum pompalama
sistemi ile vakum saglanir. Tek vakum pompali sistemlerde yiiksek vakum elde etmek
icin gereken is yiikii tamamen tek bir pompa iizerindedir. GC’de tasiyic1 gaz akis
hizinin bes kart artmas1 durumunda ayn1 vakumu elde etmek i¢in pompa kapasitesi ve
hizinin da benzer sekilde bes kat artmasi gerekir.

Diferansiyel vakum pompalama sistemi birka¢ asamada yiliksek vakum elde
edilmesini saglar. Basingtaki biiylik farkliliklarin giderilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilir. Bu asamali vakum sistemiyle MS birka¢ vakum boélmesi yardimiyla
kademeli olarak ihtiya¢ duydugu yliksek vakuma ulastirilir. Bu sistem pompalarin is
yikiinii azaltir ve GC ile daha yiliksek akis hizlarinda caligma olanagi saglar.
Diferansiyel vakum pompalama sistemine sahip bir GC-MS cihazinda genelde iki
pompa kullanilir. Turbomolekiiler pompa (TMP) tasiyici gazt GC’den uzaklastiran ana
pompadir. A¢gma ve kapama siiresi ¢ok kisa ve verimli olmakla birlikte bakimi

kolaydir. TMP doner pompa (rotary pump) adi verilen ikinci bir pompa ile desteklenir.
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MS’nin diigiik vakumda kalmasi helyum, hava gibi iyon yoluna miidahale
edebilecek ve analizi etkileyebilecek tasiyici ve kirletici gazlarin mevcudiyetine neden
olur. Iyon kaynaginda olusturulan hedef iyonlar dedektdre giderken bu gazlarla
carpisabilir. Bu istenmeyen ¢arpismalar hedef iyonlarin kaybina, diisiik hassasiyet ve
tekrarlanabilirligi diisiik kiitle spektrumlarina neden olur.

Bir iyonun carpisma olmadan serbest ugusunun ortalama mesafesi ortalama
serbest yol olarak tanimlanir. Yiksek hassasiyet ve giivenilir veri elde etmek igin,
yeterince uzun ortalama serbest yol arzu edilir. Bu nedenle iyonlarin dagilmasini ve
olusabilecek yan tepkimeleri en az indirerek kiitle spektrometresinin en iyi
performansla ¢alismasini saglamak igin 103-10* Pa basing uygulanir. Bunun igin
vakum sistemleri olduk¢a 6nemlidir ve yiiksek vakum varliginda iyonlar detektore

minumum kayipla ulagir.
Iyon Kaynag

GC-MS’de iyon kaynagi gaz halindeki molekiilleri elektron bombardimani
veya bir reaktif gazla carpisma/reaksiyon sonucu yiklii iyonlara doniistiirtir. Analizi
gerceklestirilecek molekiillerin dogasina goére iyon kaynagi segilmelidir. EI ve
kimyasal iyonizasyon (CI) GC-MS’de kullanilan ana iyonizasyon teknikleridir.
Calisma kapsaminda EI kullanildigi i¢in bu iyonizasyon teknigi ayrintili olarak

incelenmistir.
Elektron Iyonizasyon

EI GC-MS igin tipik bir iyon kaynagidir. Elektronlar iyonlar1 olusturmak i¢in
gaz halindeki molekiillerle carpisir. Elektronlar 1sitilmis bir filamentten iretilir ve
yiiksek voltaj ile iyon kaynagi odasina dogru hizlandirilir. GC’de ayrilan gaz halindeki
molekiiller EI odasinda bu elektronlarla (70 eV’lik elektron demeti) ¢arpisir.

Bilesikler elektron demeti tarafindan iyonize edilir ve pargalanir. Carpigmanin
ardindan molekiilden bir elektron kopmasi sonucunda molekiiler iyon olarak
adlandirilan pozitif yiikli iyon (M ") olusur (M (g)+ € — M'(g)+ 2¢"). Bu pozitif yiiklii
iyon radikal katyondur ve bu iyonun m/z orani analitin molekiiler kiitlesini yansitir.
Molekiiler iyon nadiren gdzlenir ve fazla enerji nedeniyle meta-kararli molekiiler iyon

(M*") iiretilebilir. Bu M*" iyonundaki kararsizlik ve fazla enerji daha kiiciik m/z
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iyonlarina yani par¢alanma triinlerinin olusumuna neden olur. Par¢alanmanin oldukca
yaygin olmasi ve molekiiler iyonun nadiren gozlenmesine bagli olarak EI yaygin
olarak sert iyonizasyon olarak adlandirilir ve yiiksek tekrarlanabilirlige sahiptir.

EI i¢in agik tip bir iyon kaynagi odasi kullanilir ve basitge Sekil 2.10.’da
gdsterildigi gibi bir filament, bir anot ve odadan olusur. Iyon kaynagindaki vakum esas
olarak 10 Pa’dan daha az olan tasiyic1 gaz tarafindan belirlenir. Esasen iyon kaynag1
basinci, elektron enerjisi, sicaklik ve iyon kaynagi odasinin tasarimi gibi faktorler,

El’'nin verimliligini ve tekrarlanabilirligini arttirmak i¢in 6nemlidir.

(1]
B - Katl
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[

Sekil 2.10. EI sematik gosterimi (179).

Iyonizasyon voltaji yayilan elektronlarn enerjisini temsil eder. Bu deger
ayarlanabilir olmakla birlikte iyon yogunlugu genellikle 70 eV civarinda en yogundur.
Bu nedenle genelde 70 eV’de sabit tutulur. Kullanilan enerji azaldiginda (<70 eV)

pargalanma derecesi ve parca iyonlarinin sinyal yogunlugu azalir.
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Kiitle Analizorii

Iyonlar iyon kaynagindan kiitle analizériine elektrik alan ile yonlendirilir. MS
sisteminin en can alic1 pargasi olan kiitle analizorii iyonlari m/z oranlarina bagli olarak
ayirir. MS sistemleri genelde kiitle analizor tipine bagli olarak ayirt edilir ve
adlandirilir. Kiitle analizoriiniin performanst kiitle araligi, tarama hizi, kiitle dogrulugu
ve rezoliisyon gibi cesitli parametrelerle olgiiliir. ideal bir analizor kiigiik kiitle
farkliliklarin1 yiiksek hassasiyetle algilar. Kiitle analizoriinitin 6l¢ebilecegi m/z, kiitle
araligy; kiitle araliginda 6l¢iim yapilan hiz, tarama hizi; kiitle analizériinden dedektore
ulasan iyonlarin sayisi, iyon iletimi; gézlenen m/z ile teorik m/z arasindaki fark, kiitle
dogrulugu; kiitleleri ayirim giicli (m/Am), kiitle ayiricilig1 olarak ifade edilir. Kiitle
dogrulugu ppm veya Da ile ifade edilir. Yiiksek ¢oOziiniirliige sahip olmayan bir
analizor kiitleleri yliksek dogrulukla saptayamaz. Ayiricilik artikga kiitleler arasindaki
kiiciik farklar ayirt edilebilir ve bu nedenle kiitle dogrulugu ¢ogunlukla analizériin
stabilitesine ve rezoliisyona baglidir (183, 184). Kiitle spektrometresi ile 6l¢iilen kiitle
molekiildeki her bir atomun ortalama atomik kiitlesi kullanilarak hesaplanan ortalama
kiitle veya molekiildeki elementlerin dogadaki bagil bolugu en yiiksek olan izotoplari
ile hesaplanan monoizotopik kiitle ile karsilastirilir. Manyetik sektorlii, dort kutuplu
(kuadropol, q), ugus zamanlh (TOF), orbitrap, iyon tuzakli, FTICR en sik kullanilan
kiitle analizorleridir. Tez ¢alismasinin GC-MS ile gergeklestirilen kisminda dort

kutuplu analizor kullanildigindan bu analizor detaylandirilmastir.
Dort Kutuplu Analizor

GC-MS’de yaygin olarak kullanilan kiitle analizorii dort kutuplu analizordiir.
Yiiksek hassasiyeti, diisiik maliyeti, hizl1 tarama ve kolay bakimi nedeniyle ideal bir
analizordiir. Dort kutuplu analizér vakumlu ortamda esit uzaklikta konumlandirilmis
dort paralel silindirik metal ¢ubuktan olusur. Bu ¢ubuklar, hiperboloidal bir i¢ yiizeye
sahip elektrotlardir. Baslangigta iyon kaynagindan tiretilen iyonlar siirekli olarak akis
halindedir ve zay1f bir voltajla z-ekseni boyunca (Sekil 2.11.) hizlandirilir. Bu iyonlar
kiiciik bir delikten gecerek kuadrupole girerler. Aymi polaritedeki karsit gubuklarla zit
polaritedeki komsu ¢ubuklara dogru akim (DC) ve radyofrekansi (RF) veya yiiksek

frekansli alternatif akim uygulanir. Cubuklara uygulanan voltajlara bagh olarak kiitle
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analizorili i¢cinde hizla degisen bir elektrik alan iiretilir. Bu elektrik alandan gecen
iyonlar x ve y eksenleri boyunca salinim yaparlar. Iyonlarin hareketi elektrik alan
kuvvetine baglidir ve RF’nin degistirilmesiyle belirli bir m/z araligindaki iyonlar
kararli bir salinim hareketi yaparak dort kutuplu analizorden gecerler. Aksine
hedeflenmemis (diger m/z degerleri) iyonlar ise kararsiz hale gelerek cubuklara carpar
ve detektdre ulasamaz. Dort kutuplu kiitle analizorii bunu yaparken yalnizca secilen
m/z iyonlarinin kiitle analizoriinden gectigi bir kiitle filtresi gibi davranir. DC ve RF

voltajlar1 degistirildiginde m/z aralig1 taranir ve iyonlar dedektore iletilir.

(]

iyon dedektér

Dort kutuplu analizér

—’ Kararli lyon =~ —cmm--. Kararsiz yon

iyon kaynagi

Sekil 2.11. Dort kutuplu analizdriin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi (185).
Dedektor

Kiitle analizoriiniin ardindan iyonlar genelde elektron cogaltici detektdre

aktarilir. Dedektordeki iyon akimi sinyale doniistiiriilerek bilgisayara iletilir.
LC-MS (177, 186-189)

LC, yasam bilimleri ve kimya alanlarinda kullanilan temel bir ayirim
teknigidir. Ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz molekiiller i¢in uygun olmayan
GC’nin aksine LC kii¢iik molekiillii ilag metabolitlerinden peptitlere ve proteinlere
kadar cok genis bir molekiil yelpazesini ayirma yetenegine sahiptir. Ozellikle son
yillarda metabolomik, lipidomik ve proteomik c¢alismalarda siklikla tercih
edilmektedir. Sivi kromatografide ayirim sivi haldeki ornek igerisinde bulunan
molekiillerin kolondaki sabit faz ile farkli derecelerde etkilesime girmesi ve hareketli

faz yardimiyla kolon boyunca farkli hizlarla tasinmasi ile gerceklesir.
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GC-MS boliimiinde bahsedildigi gibi kiitle spektrometresi ii¢ boyutlu veriler
tireterek bir drnegin molekiiler agirligi, yapisi, kimligi, miktar1 ve safligi hakkinda
essiz bilgiler saglayabilen veriler iiretir. Bu baglamda LC-MS sivi kromatografisinin
ayirim giiclinii kiitle spektrometresinin algilama kabiliyeti ile birlestiren bir analitik
aragtir. Bu teknik ile hem alikonma zamanlarina gére hem de m/z degerlerine gore
ayirimi gerceklestirilen molekiiller hem nitel hem de nicel olarak analiz edilir. LC’nin
MS ile kombinasyonu sonucu yiiksek segicilikte gilivenilir analizler yapmak
miimkiindiir. Kullanilan kolon tipine (C18, HILIC vb.) bagh olarak cok cesitli

molekiiler siniflarin analizi LC-MS ile ger¢eklestirilebilmektedir.
LC Cihaz

Teknolojik gelismelere bagl olarak LC daha verimli, daha hizli, hassasiyeti ve
ayirim giicii yiiksek olan yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve ultra
yiiksek performanshi sivi kromatografisi (UHPLC) gibi daha kiiciik kolon tanecigi
boyutlarina ve daha yiiksek basinca sahip teknolojik cihazlara dontismiistiir. LC tutarli,
saglam ve yiiksek verimli analizler i¢in olduk¢a 6nemli olan sabit ve hareketli faz,
pompa, enjektdr ve oto ornekleyici, kolon firini, dedektor ve verilerin kromatograma

doniistiiriilmesini saglayan veri sistemi ile bilgisayardan olusur (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. LC sematik gosterimi (91).



59

Sabit Faz

Ornek hazirlama basamaginin ardindan GC’ye benzer sekilde LC’de de
analizin dogrulugunu ve verimliligini dogrudan etkileyen ikinci en 6nemli parametre
kromatografik ayirimdir. Ticari olarak temin edilen ¢esitli sabit fazlar (C8, C18, HILIC
vb.) ile molekiillerin ayirimi saglanabilir. Kolon uzunlugu, tanecik boyutu, hareketli
faz ve lineer hiz kolon verimini belirlerken kolon i¢ capi, sabit fazin film kalinlig1 ve
kolon sicaklig1 alikonma zamanini belirler. Etkin bir kromatografik ayirim i¢in uygun
kolon ve sabit faz se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Kolon uzunlugunun arttirilmasi ile daha
iyi bir kromatografik ayirim saglansada analiz siiresi ve maliyette istenmeyen artiglara
neden olur. Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik caligmalarda genel olarak
tercih edilen kolon uzunlugu 100-150 mm, tanecik boyutu ise 1,5 ile 3 pum
araligindadir. Ote yandan giiniimiizde LC-MS ile yapilan analizlerde 1-1,9 mm i¢ ¢apa
ve 30-75 mm uzunluga sahip mikro kolonlarin kullanim1 da artmaktadir (190, 191).
Mikro kolonlar ile kisa analiz siirelerinde etkili ayirim yapmak miimkiindiir. Kolon
tanecik boyutunun kiictiltiilmesi sonucu yiliksek basinglara gereksinim duyulur.
UHPLC bu gerekliligi karsilayarak daha verimli analizlerin gerceklestirilmesini
saglar. Buna karsilik UHPLC sistemlerinde kullanilan kiigiik tanecik boyutuna sahip
kolonlarin 6émrii ise kisadir. Bu nedenle hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik
calismalarda kolon boyutu mevcut cihaza (LC ve MS sistemi) ve 6rnek matrisine bagl
olarak se¢ilmelidir.

Yiiksek kolon verimliligi i¢in kolon &zelliklerine gore optimum hareketli faz
akis hiz1 belirlenmelidir. Kolon ¢ap1 biiyiik kolonlar ile yapilan ¢aligmalarda yeterli
akiz hizinin saglanamamasi nedeniyle pik genislemesine bagli hassasiyet kaybi
meydana gelir. Ayrica MS sistemlerinde yiiksek akis hizi iyon baskilamaya veya diisiik
iyonizasyon verimliligine sebep olabilmektedir. Bu nedenle gerekli durumlarda bir
akis boliicii ile akis uygun bir hiza ayarlanir (184).

GC boliimiinde belirtildigi gibi biyolojik orneklerdeki farkli fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere (polar-apolar, asidik-bazik, vb.) sahip ¢esitli metabolitlerin ve
lipitlerin analizi tek bir sabit faz ile gergeklestirilemez. Bu nedenle kapsamli bir

metabolomik ve lipidomik analiz i¢in farkli sabit fazlar kullanilmalidir (162, 192). C18
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sabit faz1 metabolomik ve lipidomik calismalarda en sik tercih edilen sabit fazdir.
LC’de kullanilan diger sabit fazlar ise HILIC, amin ve C8’dir.

Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik caligmalarda giivenilir, saglam,
tekrarlanabilir ve ¢ok ¢esitli molekiiler yapilarin analizine izin veren iyi anlagilmis bir
ayirma mekanizmasina sahip olan ters faz-sivi kromatografinin (RP-LC) kullanimi
oldukca yaygindir. Metabolomik calismalarda kullanilan biyolojik orneklerin bir
kisminin sulu igerigine bagli olarak C18 kolonlarda tutunmayan polar molekiiller
mevcuttur. Polar molekiiller kullanilan sabit fazin hareketli fazdan daha polar oldugu
normal faz-sivi kromatografisi (NP-LC) ile ayrilabilir. NP-LC’de kullanilan sabit
fazlar siyano, amino gibi polar gruplar igerir. Ancak tekrarlanabilirliklerinin zayif
olmast ve ayirma verimlerinin diisiik olmasi nedeniyle NP-LC’nin metabolomik
caligmalarda kullanimi yaygin degildir. Ayrica NP-LC’de kullanilan hegzan gibi
¢oziiciler MS ile uyumsuzdur. Bu nedenle metabolomik c¢aligmalarda polar
metabolitlerin ayirimi HILIC sabit fazi ile gergeklestirilir (193). HILIC kolonlar
sekerler, amino asitler, vitaminler, karboksilik asitler ve niikleotitler gibi polar
bilesiklerin ayrilmasinda oldukga etkilidir (194). HILIC sabit faz1 polar metabolitlerin
tutunmasina ve lipofilik metabolitlerin ise hareketli faz ile siirliklenmesine izin verir
(195). Ayrica bazi lipit siniflarinin analizi i¢in HILIC sabit fazi ile yapilmis lipidomik
calismalarda mevcuttur (196, 197). Genelde polar bilesikleri ayirmak i¢in tercih edilen
stvi kromatografisi yontemi olan hidrofilik etkilesim kromatografisinde (HILIC)
hareketli faz olarak kullanilan sulu fazda polar metabolitler yiiksek oranda ¢oziiniir.
Ayrica HILIC’te kullanilan hareketli fazlar MS ile uyumludur. HILIC sabit fazinin
polar metabolitler {izerindeki ayirim verimliligi C18 sabit fazindan daha fazladir.
Ancak GC-MS’teki kadar giiclii degildir. Bu nedenlerden dolayr LC ile yapilan
calismalarda polar olmayan metabolitlerin ve apolar lipitlerin ayrilmast i¢in C18 sabit
fazi1 halen en cok tercih edilen sabit fazdir. Polar metabolitlerin analizinde ise
cogunlukla GC-MS tercih edilmektedir. Bu nedenle hedeflenmemis metabolomik
analizlerde hem GC-MS hem de LC-MS kullanimi sonucu tanimlanan molekiillerin

kapsaminda artis meydana gelmesi beklenmektedir.



61

Hareketli Faz

LC’de kullanilan hareketli faz 6zellikleri (pH, organik ¢oziicii, iyonik gii¢ vb.)
pik kapasitesi, ¢ozlniirliik, alikonma zamani, pik sekilleri ve hassasiyet gibi bir¢cok
Oonemli parametreyi dogrudan etkiler (198). Bu nedenle, hareketli faz secimi
molekiillerin kolonda tutulmasi i¢in olduk¢a Onemli bir parametredir. LC’de
hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizler i¢in kullanilan hareketli fazlar
genelde su/sulu ¢ozelti ve bir organik ¢oziicliden (metanol, etanol, asetonitril vb.)
olusur.

Hareketli fazin pH’s1 Ozellikle asidik ve bazik metabolitlerin alikonma
davranigini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bu etki molekiillerin iyonize ve iyonize
olmayan kisimlarmin farkli kromatografik davranig géstermesi nedeniyledir. Ayrica
metabolomik ve lipidomik calismalarda farkli fizikokimyasal Ozelliklere sahip
binlerce metabolit ve lipitin es zamanli analizi i¢in uygun bir pH se¢mek zordur. pH’ye
bagl olarak molekiillere ait piklerin bir kismi ¢ok keskin ve simetrik, bir kismi ise
kuyruklu ve yayvan olacaktir.

Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik calismalarda tampon ¢ozeltilerin
kullanilmast ile pH sabit tutularak analizlerin tekrarlanabilirligi arttirilabilir. MS
sistemindeki metabolitlerin iyonlasma derecesi pH’den etkilenir. lyonizasyon verimini
arttirmak i¢in pozitif iyonizasyon modunda asidik tamponlar (FA, asetik asit gibi)
negatif iyonizasyon modunda bazik tamponlar (amonyum format (AF), amonyum
asetat) kullanilir (199, 200).

Genel olarak sivi kromatografi ile yapilan hedeflenmemis metabolomik ve
lipidomik ¢alismalarda kiitle dedektorii ile uyumlu olmasi nedeniyle hareketli faza FA
ilave edilir. Ayrica FA’nin yiliksek iyonizasyon verimliligi nedeniyle ydntemlerin
kesinligini arttirdigi bilinmektedir (201). Genel olarak metabolomik ve lipidomik
calismalarda hem sulu hem de organik hareketli fazlara %0,1 oraninda FA ilave edilir.
Hareketli fazdaki FA yiizdesi hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik ¢alismalarin
analiz sonuglarini etkileyebilmektedir ve bu nedenle optimizasyonu 6nemlidir (202).

Ozellikle lipidomik calismalarda ayirim giiciinii arttirmak icin sulu hareketli
faz olarak amonyum asetat, AF gibi ugucu tamponlar ile organik hareketli faz olarak

izopropil alkol (IPA) ve asetonitril kullanilir (145). Hedeflenmemis metabolomik veya
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lipidomik caligmalarda molekiiller arasindaki ayirim giiciinii arttirmak ve iyon
baskilanmasini 6nlemek i¢in analizler gradiyent eliisyon ile gergeklestirilir. Gradiyent
programinda kolondan hicbir zaman %100 sulu veya organik hareketli faz
gecirilmemesine Ozen gosterilmelidir. Aksi takdirde kolonun degisen ylizey

ozelliklerine bagli olarak tekrarlanabilirligi diisiik alikonma zamanlar elde edilir.
Pompa

LC’de pompa hareketli faz akis hizim1 saglamak i¢in kullanilir. LC
sistemlerinde pompalar yiiksek basing¢ altinda tutarli ve tekrarlanabilir bir sekilde
calisabilmelidir. Pompanin diizensiz ¢aligmasina bagl olarak akis hizinda meydana
gelen ufak degisiklikler analiz sonuglarini biiyiik 6l¢iide etkiler.

Pompa hareketli faz sisteme verilmeden Once c¢oziiciileri ya sabit oranda
(izokratik) ya da degisen oranlarda (gradiyent) karistirir. Cogu pompa sistemi
¢Oziinmeyen gazlar1 uzaklastirmak i¢in bir gaz giderme iinitesi (degasser) igerir. Gaz
giderme lnitesi giiriiltiiniin veya dalgalanmalarin azaltilmasina yardimci olur.

50-300 mm uzunlugunda ve 4,6 mm i¢ ¢apa sahip standart HPLC kolonlariyla
kullanim i¢in 400 bar’a kadar basinclarda akis saglayabilen pompalar genellikle
yeterlidir. 2 pm’den diisiik parcacik ve 2,1 mm’den diisiik i¢ ¢aplara sahip kolonlarin
kullanildigt modern UHPLC cihazlar1 1000 bar veya daha yiiksek basing saglayabilen
pompalar gerektirir. Analitik LC uygulamalar1 i¢in tipik akis hizlar1 100 pL/dk ile 10
mL/dk arasindadir. Ancak LC-MS ile yapilan hedeflenmemis metabolomik ve
lipidomik analizlerde akis hizinin 0,5 mL/dak’y1 agmasi istenmez. Aksi halde

iyonlagsma etkinliginde azalma MS sisteminde ise kirlilik gozlenir.
Kolon Firmi

Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizlerde analiz kosullar1 kolon
sicakligina bagl olarak degisim gostermektedir. Kolon sicakligi analiz verimliligi
acisindan oldukca 6nemli bir parametre olup optimize edilmesi gerekmektedir. Giin
icerisinde laboratuvarlardaki ortam sicakligi degisim gosterir. Kolon firim
kullanilmadig takdirde sicaklik degisimine bagli olarak alikonma faktoriinde degisim
meydana gelir. Tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in kolonun yer aldigi kolon

firminin  sicakligmin mutlaka sabit tutulmasi gerekir. Ozellikle hedeflenmemis
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lipidomik analizlerde yiiksek kolon sicakligi ile calismanin analiz verimliligini

arttirdigi bildirilmistir (145).
Enjektor ve Oto-Ornekleyici

Ornek kromatografik sisteme enjektdr aracihifryla verilir. LC ile yapilan
hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik ¢aligmalarda enjeksiyon hacimleri genelde
1-20 pL araligindadir. Kolona fazla madde yiiklenmemesi, pik genislemesi ve
iyonizasyon verimliliginde diisiis olmamasi i¢in enjeksiyon hacmine dikkat
edilmelidir.

Glinlimiizde manuel enjektorler yerini kullanict dostu, dogru ve hassas
enjeksiyon yapabilen otomatik enjektorlere birakmistir. Ayrica analizlerde i1yi bir
tekrarlanabilirlik elde etmek icin enjeksiyon hassasiyeti ¢ok oOnemlidir. Modern
UHPLC cihazlarinda genellikle %0,15'ten daha az bagil standart sapma (BSS) ile
enjeksiyon hassasiyeti elde edilir. Gilinlimiizde +4 °C’de calisabilen oto
ornekleyicilerle ornekler kararliliklarini kaybetmeden analiz edilebilmektedir. Ayrica
ornek enjeksiyon portuna taginmadan once ignenin ylizeylerini temizlemek icin cogu
modern cihazda igne yikama istasyonu yer alir. Kontaminasyon ve asir1 yliklemeden

(carryover) kaginmak i¢in ignenin diizenli araliklarla yikanmas1 gerekir.
Kiitle Spektroskopisi

GC boliimiinde MS’nin birgok boéliimden bahsedilmistir. Bu nedenle bu
boliimde LC-MS cihazlarinda GC-MS’den farkli olarak kullanilan iyon kaynaklari
(API) ve analizorler (TOF, qTOF) detaylandirilmistir. (

Iyon Kaynaklar

Iyonizasyon i¢cin LC-MS ve GC-MS tipik olarak ¢ok farkli mekanizmalar
kullanir. Son on bes yilda LC-MS cihazlarindaki ilerlemenin ana kaynagi analit
molekiillerini iyonize eden ve olusan iyonlar1 hareketli fazdan ayiran iyon
kaynaklaridir. Atmosferik basingli iyonizasyon (API) tekniklerinin tanitilmasi, LC-
MS ile basarili bir sekilde analiz edilebilen bilesiklerin sayisini biiyiik oSlgiide

arttirmistir. API’da analit molekiilleri 6nce atmosfer basincinda iyonize edilir ve
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mekanik ve elektrostatik olarak notr molekiillerden ayrilir. LC-MS’de genelde
kullanilan API teknikleri elektro sprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basingta
kimyasal iyonizasyon (APCI) ve atmosferik basingta foto-iyonizasyondur (APPI). ESI
genis bir dlgekte polar ve orta polar bilesiklerin analizi i¢in uygun olmakla birlikte cok
sayida iyon iiretme yetenegine sahiptir (Sekil 2.13.). APCI ise daha az polar
bilesiklerin analizinde tercih edilmekle birlikte genelde ESI’y1 tamamlayict

niteliktedir (203).

Molekiiler agirhik

A
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“’ LCMS
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Apolar Polar iyonik
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Sekil 2.13. Yaygin kullanilan iyonizasyon teknikleri.

Iyonizasyon esnasinda H* iyonu kaybiyla anyonlar, H", Na*, NH4" gibi bir iyon
katilimiyla ise katyonlar olusur. Analizlerin hem pozitif (+) hem de negatif (-)
iyonizasyon modlarinda gerceklestirilmesi sonucu analiz edilen metabolitlerin ve
lipitlerin sayis1 arttirillabilir. API tekniklerinin iyonizasyon siirecinin ve analit
ozelliklerinin 0zeti Tablo 2.4.’te verilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda ESI

kullanildigindan daha detayli olarak incelenmistir.
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Tablo 2.4. API iyonizasyon tekniklerinin 6zellikleri.

API Teknikleri ESI APCI APPI
fyonlasma siireci Coziiciideki iyonlarin ~ Korona desarji UV 1sinlamasi
gaz fazina gecisi ile gaz fazinda  ile gaz fazinda
Olusan iyon tiirleri Tek ve ¢ok yiiklii Tek yiikli
Analitin uguculugu Ucucu degil Bir dereceye kadar gerekli

Analitin stabilitesi  1crmal olarak kararli Termal olarak kararli olmalidir
olmas1 gerekmez

Elektrosprey iyonizasyon (ESI)

Glinlimiizde LC-MS ile yapilan hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik
calismalarda en sik kullanilan 1yonizasyon teknigi ESI’dir. Atmosferik basing altinda
calisan olduk¢a hassas ve yumusak iyonizasyon teknigidir. Ugucu polar bir ¢oziiciide
¢ozlinmiis olan drnek ¢ozeltisi paslanmaz ¢elikten yapilmis kapiler igne araciligiyla
sislestirilmis halde kaynak odacigina piskiirtiiliir (Sekil 2.14.). Bu esnada kapiler
igneye yaklasik £ 3-5 kV’lik yiiksek bir elektrik potansiyeli uygulanarak yiikli
damlaciklarin olugsmasi (nebulizasyon) saglanir. Elektriksel alan yiiklii damlaciklar
kapiler ucun ¢ikisinda Sir Ingram Taylor tarafindan kesfedilen ve Taylor konisi olarak
bilinen bir koni olugturmak i¢in zorlar. Bu esnada eliie edilen ¢oziicii kapiler ignenin
u¢ kismindan ¢ikarken nebulizasyona yardimci olarak saglanan azot gazi ile
buharlastirilarak ortamdan uzaklastirilir. Yiikli damlaciklarin boyutu ¢oziiciiniin
buharlagmasiyla stirekli olarak kiigiiliir. Buda yiizey yiik yogunlugunun artmasina ve
damlacik yarigapinin azalmasina yol acar. Damlaciklar kiiciildiikge benzer yiiklere
sahip iyonlarin birbirlerini itmesi sonucu elektrostatik (kulombik) kuvvetlerin
kohezyon kuvvetlerini astig1 bir noktaya gelinir. Bu noktada ¢oziicii yiikli
taneciklerden tamamen uzaklasir ve kulombik patlama olarak bilinen siirecte analit
iyonlar1 gaz fazina desorbe edilerek olusan gaz fazi iyonlar1 kiitle analizériine

gonderilir (204).



66

iyonlar
Nebtlazér gaz \i ul

Gbziicd - Isitilmig kurutucu gaz
Ozucl spreyi

/0%
Dielektrik kapiler girigi ]
Buharlagma e[l ==p¥ Analit iyonu
+t 4 +
ik o — U O
= + =
L T it H \+_++
+ + +5t

Sekil 2. 14. ESI'nin sematik gosterimi (185).
Kiitle Analizorleri

Ozellikle son yillarda LC ile yapilan hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik
calismalarda metabolit ve lipit kimliklerini dogru sekilde tanimlamak igin siklikla dort
kutuplu-ugus zamanli (QTOF) ve orbitrap gibi yiiksek ¢oziintirliiklii analizorler tercih
edilmektedir (205, 206). Bu cihazlardan elde edilen MS/MS spektrumlari ile kiitleler
ve parcalanma triinleri yiiksek ¢oziiniirliikle belirlenir. Calisma kapsaminda qTOF

analizori kullanildigi i¢in detayli olarak incelenmistir.
TOF Kiitle Analizorii

TOF analizorii ugus tiipii ad1 verilen yliksek vakum odasinin i¢inde hizlandirici,
reflektor ve detektorden olusmaktadir. Bir TOF kiitle analiz cihazinda tiim iyonlara
ayni anda tek tip bir elektromanyetik kuvvet uygulanir ve bu iyonlar ucus tiiptinde
hizlandirilir. Daha hafif iyonlar daha hizli hareket eder ve dedektore dnce ulasir (Sekil

2.15.). lyonlarmn m/z oranlar1 dedektdre varis zamanlarina gore belirlenir. TOF
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analizorleri genis bir kiitle araligina ve kiitle 6l¢timlerinde yliksek ¢oziiniirliige sahip
oldukca hassas cihazlardir.

Iyon kaynaginda iiretilen iyonlar biriktirilir ve ugus tiipiine pulslar halinde
verilir. Bu iyonlar elektrotlar arasina uygulanan voltaj ile hizlandirilir (Esitlik 2.1.).
Ugus siiresi (T) m/z’nin karekokd ile orantilidir yani sabit bir ugus mesafesi (L) igin
daha kiiclik m/z’ye sahip iyonlar daha biiyiik m/z'ye sahip olanlardan daha 6nce
dedektore ulasir (Esitlik 2.2.). Buna bagli olarak diger tiim parametreler sabit tutarak
ucus siiresi (T) dogrudan m/z’ye doniistiiriilebilir ve karsiliginda bir kiitle spektrumu

tiretilir. Dedektor elektron ¢ogaltict tiiptiir ve burada olusan akim digital sinyale

doniistiirilir.

KEiyon = zmV? = zeV 2.1)
uzaklik m L

T = e . X \[ﬁ = zeV (22)

Esitlik 2.1. ve Esitlik 2.2.°de; T, Ugus zamani; m, iyonun kiitlesi; v, iyonun
hiz1; z, iyonun yiikii; e, temel yiik; V, iyonlara uygulanan hizlanma voltaji; L ise TOF

cinsinden ugus mesafesidir.
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Sekil 2.15. TOF-MS'nin sematik gdsterimi (185).

Dort kutuplu analizor ile birlestirilen TOF iki kiitle analizoriiniin kombine hale
getirildigi hibrid MS sistemleridir. Bu sistemlerde dort kutuplu analizér belirlenen m/z
tarama aralifinda calisarak diger m/z degerlerine sahip molekiillerin detektore
ulagsmasin1 engeller. Ayrica qTOF ile farkli carpisma enerjileri kullanilarak
molekiillerin parcalanma iiriinlerine ayrildigit MS/MS spektrumlar iiretilir. Bu nedenle
qTOF-MS cihazlar1 TOF-MS cihazlarina gore daha iyi bir segicilik ve hassasiyete
sahiptir (207).

2.5.5. Veri Analizi

Karmagik kromatogramlarin anlasilmasina yardimci olmak igin veri isleme
prosediirii uygulanmalidir. Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik c¢alismalarda
veri analizi ii¢ adimda gerceklestirilir. Ilk adim karmasik kromatogramlarm
ayrigtirllmast  ve alikonma zamanlarinin  diizeltilerek  kiitle  6zelliklerinin

belirlenmesidir. ikinci adim referans kitapliklari kullanilarak tanimlamalarin
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yapilmasidir. Ugiincii ve son adim ise tek degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel
analizlerle fenotipe dayali olarak 6nemli Ol¢lide degisen metabolitlerin ve lipitlerin
belirlenmesidir. Bu adimlar kullanilan yazilim ve kitapliklarin farkli olmasi disinda
GC-MS ve LC-MS metabolomik ve lipidomik analizlerinden elde edilen ham veri

dosyalari i¢in aynidir.
Veri Isleme ve Kiitle Ozelliklerini Belirleme

Verimli ve giivenilir veri isleme biyolojik acidan 6nemli bulgulara yonelik ilk
adimdir. GC-MS ve LC-MS analizleri sonucu elde edilen ham veri dosyalar1 alikonma
stiresi, m/z degerleri ve bunlarin yogunluklarindan olusan karmasik ii¢ boyutlu bir veri
formatindan olusur (208). Herhangi bir istatistiksel teknik uygulanmadan 6nce bu
kapsamli bilgileri igeren verilerin analizi i¢in dncelikle islenmesi gerekir. Veri isleme
prosesinin ardindan ham veriler iki boyutlu bir veri matrisine donustiiriiliir.

Metabolomik ve lipidomik ¢aligmalarda veri toplama analitik platforma (GC-
MS, LC-qTOF-MS gibi) 6zel olarak calisan ve iiretici firma tarafindan saglanan ticari
yazilimlar kullanilarak gergeklestirilir. Bu nedenle analitik platformlardan elde edilen
ham veriler uygun bir yazilim kullanilarak mzXML gibi standart bir formata
doniistiiriilmelidir. Bu doniistirmeden sonra XCMS (209), MS-DIAL (210, 211),
MZmine (212), SpectConnect (213), MetaboAnalyst (214) gibi licretsiz yazilimlar
araciligryla veri matrisleri olusturulur.

LC-MS’de farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda alikonma
zamanlarindaki kaymalar ve bozunma iiriinlerinden veya kirleticilerden kaynaklanan
cok sayida pikin varlig1 ham verilerin islenmesini karmasik hale getirebilmektedir. Bu
tiir problemler GC-MS ile yapilan analizlerde daha az goriilmektedir. Bu nedenle
metabolomik ve lipidomik analizler sonunda elde edilen veriler mutlaka gozden
gecirilmelidir. Analiz edilecek veriler {izerinde yazilim yOnergeleri izlenerek
kullanilacak yazilim i¢in uygun parametreler belirlenmelidir. Aksi takdirde yazilim
giirliltiiyi pik olarak tanimlayabilir. Uygun bir yazilim kullanilarak veri isleme
prosesleri gerceklestirildikten sonra uygun olmayan pikler (pik sekilleri,
tekrarlanabilirlik, eksik veriler, alikonma zamanlari, m/z degerleri dikkate alinarak)

degerlendirmeden ¢ikarilmalidir.
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Verilerin islenmesinin ardindan veri matrisi olusturmanin son adimi
gerekiyorsa eksik degerlerin  doldurulmasini, veri normalizasyonunu ve
Olceklendirmesini igerir. Normalizasyon isleminin 6rnek hazirlama ve analiz boyunca
cihaz performansindaki farkliliklardan kaynaklanan analitik varyasyonlar ile drnekler
arasindaki biyolojik degiskenligi ortadan kaldirmak i¢in mutlaka veri setine
uygulanmas1 gerekir (215, 216). I¢ standart normalizasyonu, toplam iyon
kromatogrami (TIC) ve kalite kontrol (QC) temelli yerel olarak tahmin edilen dagilim
yumusatma grafigi (LOESS) normalizasyonu en sik uygulanan normalizasyon
teknikleridir (215, 216). Kapsamli metabolomik ve lipidomik profilleme
calismalarinda QC temelli LOESS normalizasyonu gruplar aras1 varyasyonlarin
etkilerini en aza indiren normalizasyon teknigi olarak bilinmektedir. QC ornekleri
analiz edilen tiim metabolitleri ve lipitlerin temsilini saglayacak sekilde calismaya
dahil edilen tiim 6rneklerden esit hacimlerde alinarak hazirlanmali ve analitik ¢alisma
sirasinda aralikli olarak analiz edilmelidir (217). Ote yandan, metabolomik ve
lipidomik ¢alismalarda optimum normalizasyon teknigi konusunda heniiz tam bir fikir
birligi yoktur. Bu nedenle normalizasyon teknigi secilirken deney kosullarini ve 6rnek

tipini géz 6niinde bulundurmalidir.
Veri Tabanlan

Metabolomik ve lipidomik ¢alismalarda elde edilen kiitleleri tanimlamak ve
yorumlamak i¢in uygun veri tabanlarinin kullanilmasi esastir. Metabolit ve lipit
kimliklerinin tanimlanmasi i¢in bir¢ok veri tabant mevcuttur. HMDB, METLIN, Fiehn
MetaCyc ve NIST sik kullanilan veri tabanlarindan bazilaridir. GC-MS molekiil igerigi
acisinda zengin kiitiiphanelere sahiptir. Yiiksek kromatografik verim, tekrarlanabilirlik
ve kullanilan kiitiiphanelerin gelismisligi gibi avantajlar1 sayesinde LC-MS’ye kiyasla
metabolomik ¢aligmalar i¢in evrensel bir yontem haline gelmistir. GC-MS’nin aksine
LC-MS’de metabolitlerin ve lipitlerin belirlenmesi en zorlu adimdir. Ayni kiitleye
sahip ylizlerce izotopun bir arada bulunmasi nedeniyle kiitle bazli tanimlamalarda
yanlis pozitif hata orami yiiksektir. Bu hatay1 azaltmak i¢in QC Orneklerine farkli
carpisma enerjileri uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlar ile kiitiiphanelerle
karsilagtirmalar yapilir ve boylelikle metabolitler ve lipitlere ait tanimlamalarin daha

dogru sekilde yapilmasi saglanir.
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Veri Analizi

Verilerdeki metabolit ve lipit sayisi ile tanimlanamayan diger molekiiler tiirler
dikkate alindiginda tek degiskenli analiz ile istenilen sonuca ulasmak zaman kaybina
ve hatalara neden olabilir. Bu nedenle metabolomik analizlerde tek degiskenli analizler
yerine ¢ok degiskenli analizler tercih edilmektedir. Cok degiskenli veri analizi ¢ok
sayida degisken igceren veri kiimesinin verilerdeki mevcut varyanslar1 degistirmeden
daha kiigiik bir boyuta indirilmesini saglayan bir doniistiirme teknigidir. Bu tekniklerin
amac1 mevcut verileri en az sayida degiskenle ifade etmektir. Boylece veriler daha
hizli gorsellestirilebilir ve daha biitlinsel bir anlayisla degerlendirilebilir (218). Bu
baglamda metabolomik ve lipidomik veri kiimelerinin analizinde genellikle temel
bilesen analizi (PCA), kismi en kiigiik kareler-diskriminant analizi (PLS-DA) ve
Ortogonal PLS-DA (OPLS-DA) gibi ¢ok degiskenli istatistiksel analizler
kullanilmaktadir. Verileri ¢ok degiskenli analizlerle degerlendirdikten sonra énemli
Olclide degisen metabolitleri belirlemek icin t-testi gibi tek degiskenli analiz

yontemleri kullanilabilmektedir.
2.6. Kemometri

Kemometri  deneyleri  tasarlamak, optimum  deney  kosullarim
belirlemek/segmek ve kimyasal analizlerden elde edilen verileri analiz ederek gercek
veya sakli bilginin agiga ¢ikarilmasini saglamak i¢in matematiksel ve istatistiksel
yontemler ile bilgisayar1 kullanan kimyasal bir disiplindir (219). Kemometri karmagik
orneklerin analizinde ¢ok yonlii ve esnek ¢oziimler sunmanin yanisira 6zellikle kimya
alaninda dogru, kesin ve glivenilir sonuglara ulagilmasina olanak saglar. Kemometrik
yontemler gelismis enstriimental cihazlardan elde edilen ¢cok degiskenli ve ¢cok boyutlu

veri setlerinin islenmesi i¢in siklikla analitik kimyacilar tarafindan kullanilir.
Kemometri;

e Bilgi ve sistem kurami,
e (Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri,
e Deneysel tasarim,

e Modelleme,
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e Optimizasyon,

e Sinyal isleme,

e Tamimlayici ve agiklayici istatistik,

e Yapay zeka yontemleri (yapay sinir aglar1) gibi cesitli kavram ve uygulama
alanlarina sahiptir.

Gelismis enstriimental cihazlardan elde edilen kapsamli analitik verilerin
islenmesinde agiklayici ve tanimlayici istatistik ile uygulamali matematik
kemometrinin temel araclaridir. Analitik sinyaller diizlestirme, filtreleme, tiirev ve
integrasyon gibi farkli algoritmalar kullanilarak islenir (220, 221). Kemometri analitik
kimya haricinde organik kimya, fizikokimya, miihendislik gibi farkli disiplinler
tarafindan da kullanilmaktadir. Kemometrik uygulamalarin karmagik matematiksel
hesaplamalar icermesi nedeniyle bilgisayar programlarina veya yazilim araclarina
ithtiya¢ duyulmaktadir. Excel, MATLAB, SPSS ve SIMCA siklikla kemometrik
uygulamalar ve hesaplamalarda kullanilan programlarlardir.

Gilinlimiizde kemometrinin uygulama alanlarindan biri olan Deneysel Tasarim
(DoE) yaklagimi test edilen her faktoriin (bagimsiz degisken) calisilan yanitlar
(bagimli degisken) {izerindeki etkisinin sistematik olarak incelenmesinin ve
belgelenmesinin yanisira deneyleri planlama ve yiiriitmede ¢ok popiiler bir
metodolojidir. Deneysel tasarimlar ile elde edilen sonuglar tasarim alanini tek seferde
tek faktor (OVAT) yaklasimindan daha kesin bir sekilde temsil edilir. Ayrica DoE
zamandan, maliyetten tasarruf ile kapsamli sonuclarin elde edilmesine olanak saglar.
DoE yaklasimina olan ilgi bir¢ok farkli disiplin i¢in bir hayli fazla olsa da ozellikle
metabolomik ve lipidomik arastirmalarda kullanimi oldukga sinirlidir (18). Bu calisma
kapsaminda hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik ¢alismalarin 6rnek hazirlama
basamagindan kromatografik ayirimma kadar etki eden bircok faktor deneysel
tasarimlarla es zamanli degerlendirilerek optimize edilmistir. Bu baglamda deneysel

tasarim yaklasimlari detayl sekilde incelenmistir.
2.6.1. Deneysel Tasarim Terminolojisi

Deneysel Tasarim: Deneylerden elde edilen verileri planlamak, yiiriitmek,

analiz etmek ve yorumlamak i¢in kullanilan kemometrik teknik.
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Cevap (y, Bagimh degisken): Calisma veya optimizasyon konusu olan
dlgiilen veya gdzlemlenen miktar. Ornek; toplam pik alani, alikonma siiresi, ayirrm
glct.

Faktor (x, Bagimsiz degisken): Faktorler kontrollii veya kontrolsiiz olmak
tizere iki ¢esittir. Deney sirasinin rastgelelestirilmemesi kontrolsiiz faktorlerin
etkilerinin yanitin tekrarlanabilirlik varyansina katkida bulunmasina neden olabilir.
Faktorler kesikli veya siirekli degerler alabilir. Ornek; kolon sicaklig1, tiikketme siiresi,
hareketli faz akis hizi.

Bir fakoriin seviyesi: Deneysel tasarimda belirtilen bir faktoriin degeri.
Ornek; kolon sicakligr: 30, 35, 40 °C; tiiketme siiresi: 1, 3, 5 dak; hareketli faz akis
hizi: 0,25, 0,35, 0,40 mL/dak.

Tepki yiizeyi: Bir veya daha fazla faktore verilen cevabin iligkisini gosteren
grafik. Cevap ylizeyi genellikle iki veya ii¢ boyutlu bir grafiktir. Cevap yiizey
metodolojisi (RSM), deneysel siire¢ tizerine etkileri incelenen faktorlerin etkilerini
tepki yiizey grafikleri ile gorsellestirmeye yarayan bir deneysel tasarim stratejisidir
(222). Tepki yiizeyleri ile ligten fazla faktoriin etkisi incelenemez.

Artik: Bagimli degiskenin tahmin edilen degerleri ile gozlenen degerleri

arasindaki farktir. Artik = gergek y degeri—tahmin edilen y degeri.
2.6.2. DoE

Gilinlimiizde deneyler arastirma hipotezlerimizin gecerliligini dogrulamanin en
iyi yolunu olusturmaktadir. Bu nedenle deneyler en 6nemli arastirma faaliyetlerinden
biridir. Deneyler kapsaminda belirli faktorlerin secilen cevap degiskenleri tizerindeki
etkisi incelenir ve bdylelikle ortaya atilan hipotezin dogrulugunu kontrol etmek
miimkiin hale gelir. Bu sonuglar1 elde etmek i¢in cevaplar etkileyebilecek herhangi
bir hatanin yapilmasini 6nleyici tedbirler almak temel prensiptir. Deneylerin erken bir
asamasinda yapilan hatalar diger deneysel siiregleri de etkiler ve bu hatalarin
yogunlasmasiyla birlikte aragtirmadan dogrulugu diisiik veya yanli sonuglar elde
edilir. Buna bagli olarak elde edilen sonuglarin basaris1 dogrudan deneysel planlama
ile iligkilidir ve deneylerin dikkatli planlanmas1 her arastirma i¢in olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bu sebeple son yillarda deneysel tasarim yontemlerine olan ilgi dinamik

bir sekilde artmaktadir. Giinlimiizde gesitli yazilimlar araciligiyla deneysel tasarim
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yontemleri uygulanarak arastirmada etkili olabilecegi diisiiniilen faktorlerin calisilan
yanitlar {izerindeki etkisi sistematik olarak incelenip belgelenerek deneyler
planlanabilir ve yiiriitiilebilir.

Geleneksel olarak deneysel parametrelerin optimizasyonunda faktorlerden biri
degistirilirken diger faktorler temel seviyelerde sabit tutularak degiskenlerin etkileri
incelenir (223). Her bir degisken icin bu islem tekrarlanir. Geleneksel deneysel
siireclerin optimizasyonunda sadece bir veya iki faktor dikkate alinarak analitik
yontemlerin optimizasyonlar1 gergeklestirilir. Temel seviyelere indirgenmis deneysel
matris ile optimum kosullar1 tespit etmek i¢in yapilmasi gereken ¢ok sayida deneysel
analiz OVAT yaklasiminin ana dezavantajlarini olusturmaktadir. Ayrica tek degiskenli
yaklagim kullanilarak yapilan analizlerde incelenen faktorler arasindaki etkilesim
olasiligmin ve giiclinlin incelenmesi miimkiin degildir. OVAT kullanilarak yapilan
optimizasyon c¢aligmalarin giivenilirligi diisiik, hata oranmi yiiksektir (18, 224, 225).
Kisaca OVAT yaklasimi karmasik olmayan deneysel siireclerin optimizasyonunda
yaygin olarak kullanilmasina ragmen genellikle yetersiz, zahmetli, yanlis veya eksik
sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir.

Tek degiskenli geleneksel yaklasimin sahip oldugu dezavantajlari ortadan
kaldirmak, OVAT vyaklasiminin eksikliklerinin iistesinden gelmek ve deneysel
stiregler hakkinda daha giivenilir ve ayrintili sonuclar elde etmek i¢in kemometrinin
uygulama alanlarindan biri olan DoE’nin kullanimi 6nerilmistir. Bu baglamda DoE
yapilan deneylerin maliyetlerini diigiiren, sonuglarin glivenilirligini artiran, az deneyle
istenen hedefe kisa siirede ulasilmasina olanak saglayan teknik olarak tanimlanir (18,
226).

DoE yaklagimlar1 deneysel siire¢ hakkinda miimkiin oldugunca fazla bilgi elde
etmek icin elde edilen Ol¢lim verilerinin modellemesini ve istatistiksel analizini
kullanir. DoE yaklasimlarinda her bir faktoriin incelenen deneysel siire¢ iizerindeki
etkisi, var olan diger tiim faktorlerin birkac seviyesinde ayni anda 6l¢iiliir. Deneysel
veriler ile faktorleri ve cevaplari birbirine baglayan deneysel bir model tiretilir (Sekil

2.16.).
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Kontrol Edilebilir Degiskenler

X1 X2 Xn
Girdi — Siireg > Cikti ()
1 2z Zn

Kontrol Edilemeyen Degiskenler
Sekil 2. 16. DoE yaklasimlar1 i¢in genel bir gésterim olan stire¢ modeli.

DoE yaklasimlar1 ile faktorler arasinda olusan tiim etkilesimler hesaba
katilabilir ve OVAT yaklagimiin aksine tasarim uzayina ait daha kesin ve daha
giivenilir sonuglar elde edilir. Bu durum deneysel tasarim yaklasimini deneysel
siireclere ait her bir faktoriiniin ¢alisilan yanitlar tizerindeki etkisini sistematik olarak
incelemek optimize etmek veya isteklilik degerleri elde etmek i¢in énemli bir arag
haline getirir. Yiiksek verimde cevap degiskeni degerleri elde etmek i¢in optimum
faktor seviyeleri belirlenebilir. Ayrica DoE yaklagimlarinda 6nceki deneyimler ve
literatiir verileri kullanarak tasarimlarin seviye degerleri belirlenebilir veya tasarimlar
basitlestirilerek 6n denemelere gerek kalmadan optimizasyon siirecine gegilebilir (18).

Ozetle deneysel tasarimin kullanilmasi ile birlikte birden ¢ok faktoriin etkisi
daha az sayida deney ile incelenebilir kontrol edilmesi gereken biitiin faktorler
gozlemlenebilir ve deneysel siireglere ait bilinmeyen etkiler minimum zaman ve
maliyet ile ortaya ¢ikarilabilir (15, 16, 227). Deneysel tasarim ¢aligmalarinda verimli

sonuglar elde etmek i¢in Onerilen akis semasi Sekil 2.17.’de sunulmustur.
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Deney

1 Segcilen faktorler ve degerleri

X3 Deneysel tasarim modelinin segimi

A Yanitlarin segimi

.88 Planlanan deneylerin yurttulmesi

153 Verilerin istatistiksel analizi

Sonug

Sekil 2.17. DoE metodolojisine ait uygun deneyler ytiriitmek icin genel sema (18).
2.6.3. DoE ve OVAT Yaklasimlarinin Karsilastirilmasi

Optimum deneysel degerler, deneysel faktorlerin birbiriyle iligkili oldugu yani
bir faktor seviyesindeki bir degisikligin cevap degiskeninde baska bir faktoriin
seviyesine bagli oldugu durumlarda belirlenemez ve bu durumda gereginden fazla
deney yapilmasi olas1 degildir. Faktorler arasinda etkilesimler (bagimsiz faktorler
dairesel bir cevap ylizeyine veya eksenler boyunca genisleyen elipse yol agar)
oldugunu gosteren ve Sekil 2.18A.’da sunulan yanit yiizeyi grafiginde tek seferde tek
faktor yaklagimi ile gergek optimum degeri belirlemenin miimkiin olmadig:
goriilmektedir. Bununla birlikte Sekil 2.18B.’de ise optimum degerin faktorlerin
uzayinin tasarim tarafindan agik¢a kapsanarak deneysel tasarim (merkezi kompozit
tasarim) modeli ile belirlenebildigi goriilmektedir. Optimum degerin belirlendigi
cevap ylizey grafiginde deneysel tasarimdan elde edilen bilgi geleneksel OVAT
yaklasimindan elde edilen bilgiden ¢ok daha fazladir.
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Sekil 2.18. OVAT ve DoE yontemlerinin karsilastirilmasi (228). A) OVAT, B)
Merkezi kompozit tasarim yaklagimina ait yanit ylizeyi. Yesil nokta:
Belirlenen deneysel deger. Yildiz: Optimum deger.

Deneysel tasarimlar genel olarak tarama ve optimizasyon tasarimlari olarak

iki ana baglik altinda incelenir.
2.6.4. Tarama Tasarimlar

Yapilacak aragtirma yeni veya iyi bilinmeyen bir olguya odaklanmissa
calismanin ilk asamasi incelenen cevap degiskenlerini (verimlilik, toplam pik alam
vb.) etkileyebilecek faktorlerin se¢imidir. Bu faktorlerin kontrol edilebilirligi kolay
olmali (derisim, sicaklik, akis hizi) ve ayrica test edilecekleri araliklar (seviye
degerleri) belirlenebilmelidir. Bir dizi tarama tasarimi olusturularak yapilan deneyler
sonucunda deneysel siireci etkileyen onemli faktor(ler) secilir ve seviye degerleri
belirlenir. Buna bagli olarak optimizasyon siirecinde yapilmasi gereken deney sayisida
onemli Olciide azaltilabilir. Bir sonraki adim ise faktdrler ve bunlarin seviye
degerlerine bagli olarak degisen cevap degiskeni veya cevap degiskenlerini
belirlemektir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevap degiskenleri belirlendikten sonra
uygun bir deneysel tarama tasarim plani segilir. Tam veya kismi faktoriyel tasarimlar,
Plackett-Burman, D-optimal tasarimlar tarama tasarimlari i¢in kullanighdir. D-optimal
tasarim klasik tasarimlar1 kullanmanin imkansiz oldugu veya tasarim matrisinin

diizensiz oldugu durumlarda tercih edilmekle birlikte optimizasyon amaciyla da

kullanilmaktadir (18, 229).
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2.6.5. Optimizasyon Tasarimlar

Faktorler belirlendikten sonra optimum deneysel kosullar1 belirlemek igin
tarama tasarimlardan daha karmasik olan optimizasyon tasarimlart kullanilir.
Optimizasyon tasarimlarinda kategorik degiskenlikler kullanilamamakta yalnizca
stirekli degiskenler kullanilabilmektedir. Optimizasyon tasarimlari ile “verimlilik,
kromatografik ayirim nasil iyilestirilebilir ve istenen kosullara nasil getirilebilir” gibi
sorulara cevap aranir. RSM, Box-Behnken, merkezi kompozit ve Taguchi deney
tasarimlar1 optimizasyon amaciyla kullanilan deneysel tasarimlardir (18, 229).
Faktorler ve cevaplar arasinda iliskilerin grafiksel gosterimi cevap yiizey
metodolojisinin en 6nemli avantajidir. Ancak bu yontemde faktorlerin sayis1 onemlidir
ve faktorlerin sayisi arttikca tasarimda yapilmasi gereken deney sayisi da katlanarak

artmaktadir ve bu da grafiksel gosterimin kullanimini sinirlandirmaktadir.
2.6.6. Tasarim Matrisleri

Deneysel tasarim sicaklik, akis hizi, derisim gibi faktorlerin farkli seviye
degerlerini igeren bir seri deneyden olusur. Bu béliimde tez kapsaminda metabolomik
ve lipidomik caligmalarin tiiketme, Ornek hazirlama ve kromatografik ayirim
parametrelerinin optimizasyonunda kullanilan iki seviyeli kismi faktoriyel, iki seviyeli

tam faktoriyel, D-optimal karisim ve Box-Behnken tasarimlar1 incelenmistir.
2.6.7. Faktoriyel Tasarimlar

Faktoriyel tasarimlar deneylere etki eden faktdrlerin ayni anda degistigi
temeline dayanir. Faktoriyel tasarimlar iki ya da daha fazla faktoriin ana etkilerini ve
birbirleriyle etkilesimlerini ayn1 anda arastirmak i¢in kullanilir. Tam faktoriyel ve

kismi faktoriyel olmak tizere iki ana kategoriye ayrilmistir.
Tam Faktoriyel Tasarimlar

Tam faktoriyel deney tasarimi ¢ok boyutludur. Bu tasarimin en 6nemli avantaji
faktorler arasindaki etkilesimler de dahil olmak iizere deneysel siireclerin tam ve
detayli bir sekilde incelenebilmesidir. Tam faktoriyel tasarimlar dikkate alinan

faktorler arasindaki tiim ana faktorlerin etkilerininin ve birbirleriyle etkilesimlerinin
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tahmin edilmesini saglar. Cevap degiskenini etkileyecek k adet faktor iki seviyede
incelenmek istendiginde olusturulan tasarim 2 tane deney sayisina sahip olacaktir
(Sekil 2.19A.). Formiildeki k, faktor sayisini; 2 ise en yiiksek (+1) ve en diisiik (-1)
olmak ftizere faktorlere ait seviye degerlerini gosterir. Genel olarak deneysel siirece
etki eden az sayida faktdre ait olasi tiim etkileri incelemek i¢in kullanilir. Buna gore
deney sayis1 iki faktdr icin 4, ii¢ faktdr icin 8, dort faktor i¢in 16 °dir (Tablo 2.5.). iki
seviyeli tam faktOriyel tasarimlar ¢ok sayida faktoriin etkisi incelemek icin
kullanilamaz. Ciinkii iki seviyeli tam faktoriyel tasarim ile alti faktoriin etkisi 64
deney, yedi faktoriin etkisi 128, sekiz faktoriin etkisi 256 deney ile gerceklestirilecektir
ki bu pratikte miimkiin degildir.

A B

Faktor 2
Faktor 2

v
v

Faktor 1 Faktor 1

Sekil 2.19. Tam faktdriyel tasarimlar (228). A) ki faktorlii iki seviyeli tam faktoriyel
tasarim, B) Tki faktorlii ii¢ seviyeli tam faktoriyel tasarim. Her nokta bir
deney icin seviye degerlerini temsil eder.

Tam faktdriyel tasarimlar ii¢ seviyeli olarak da olusturulabilir. Ug seviyeli tam
faktdriyel tasarimlarda deney sayis1 3¥ tanedir (Sekil 2.19B.). Faktorler en diisiik (-1),
merkez (0) ve en yiiksek (+1) olmak tlizere 3 farkli seviyede incelenir. Faktor sayisinin
artisina bagli olarak deney sayisida artacagindan iki seviyeli tam faktoriyel tasarimlara
gore daha az pratiktir. Ancak bu tasarimlar ile parabolik etkiler incelenip faktorlere ait
daha fazla bilgi elde edilir ve bu nedenle az sayida faktor i¢in iki seviyeli kismi

faktoriyel tasarimlardan daha avantajlidir.
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Tablo 2.5. 2 faktdr (22), 3 faktor (2°) ve 4 faktdr (2%) igin iki seviyeli tam faktdriyel
tasarim tablosu.

Tam Faktoriyel Tasarimlar

2 Faktor (22) 3 Faktor (2%) 4 Faktor (2%)
Deney X1 X2 Deney xi x2 x3 Deney x1i X2 X3 X4
1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 2 +1 -1 -1 2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 3 -1 +1 -1 3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 4 +1  +1 -1 4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 6 +1 -1 +1 -1
7 -1 41 +1 7 -1 +1 +1 -1
8 +1  +1  +1 8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 0 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1

16 +1 +1 +1 +1

Her tasarimdaki her deneyin degisken diizeylerinin benzersiz bir kombinasyonunu saglamak igin tiim
degiskenler kontrollii bir sekilde ayn1 anda degistirilir.

Kismi Faktoriyel Tasarimlar

Bazi durumlarda faktorler arasindaki ikili, tiglii veya daha yiiksek mertebeden
etkilesimler onemli olmayabilir. incelenen faktdrler arasindaki bazi etkilesimlerin
thmal edilebilir olduguna dair bir inan¢ varsa veya faktor sayisina bagli olarak
yapilmasi gereken deney sayisi ¢ok ise tam faktoriyel tasarim yerine kismi faktoriyel
tasarim tercih edilir. Kismi faktoriyel tasarim planina bagl olarak faktorler arasindaki
olas1 etkilesimler (bazen sadece ana faktor etkileri) hakkinda siirli bilgi elde edilir.
Kismi faktdriyel tasarimda deney sayist 25P + n formiilii ile hesaplanir. Formiilde k,
deney sayist; p, kismi faktoriyel tasarimin derecesi, n, merkez noktada yapilan deney
sayisidir (Sekil 2.20.). Ornegin 6 faktor igin yarim (1:2) faktoriyel tasarim ile 32 deney
(251 veya ¢eyrek (1:4) faktoriyel tasarim ile 16 deney (2%%) yapilarak tam faktoriyel
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tasarim ile yapilmasi gereken 64 deneyden (2°) daha az sayida deney ile faktdrlerin
cevap degiskenine olan etkileri incelenebilir. Kismi faktoriyel tasarimlar ¢ozlintirliik
III, IV veya V olarak tasarlanabilir. Coziliniirliik V tasariminda ana faktor ve ikili

etkilesimler karistirilmaz.

O +++

Faktor 1

Sekil 2.20. Iki seviyeli (2¥!) ii¢ faktorlii kismi faktoriyel tasarima (2*'=4) ait sematik
gosterimi. @ ile gdsterilen deneyler gerceklestirilmez.

2.6.8. D-optimal Tasarim (228-230)

Asimetrik bir tasarim olan D-optimal tasarim 6zellikle imkansiz bir deneysel
alanda veya klasik tasarimlarla deneysel alanin biiyiik bir boliimiiniin kapsanmadig1
durumlarda tercih edilir. Ozellikle ¢oziicii bilesimi ve ¢oziinen derisimi
kombinasyonlarinin miimkiin olmadig1 durumlarda kullanilir. D-optimal tasarimlar bir
bilgisayar algoritmasi tarafindan olusturulur. Iki faktdriin etkisini arastirmak igin
kullanilan D-optimal tasarima ait temsili sematik gosterim Sekil 2.21°de sunulmustur.
D-optimal tasarim modelini olusturmak i¢in asimetrik alandaki (Sekil 2.21C.) aday

model noktalarindan N tane model noktas1 (deney) secilir (Sekil 2.21D.).
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14 @ ® @
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Sekil 2.21. A) Simetrik 32 tam faktdriyel tasarim, B) asimetrik 32 tam faktoriyel
tasarim, C) asimetrik tasarimdaki aday model noktalari, D) 8 deneyden olusan D-
optimal tasarim icin se¢ilmis model noktalar1 (229). e ile gosterim olas1 veya se¢ilmis
deneyler.

D-optimal tasarim basit hesaplamas1 ve bircok mevcut algoritmasi nedeniyle
diger optimallik kriterleri (A-optimal, I-optimal, G-optimal) arasinda hala en popiiler
olanidir. Bir D-optimal tasarimin “optimalligi” modele baghdir. Yani bir bilgisayar
belirli bir ¢oziicii karisim modelini olusturmadan 6nce arastirmaci tasarim igin bir
model belirtmelidir. Bilgisayar algoritmasi en az bilgi kaybiyla olasi tasarim modelleri
kiimesinden en uygun alt tasarim kiimesini secer. Bu tasarim, genellikle deneyde
kullanilmak istenen cesitli faktor (¢oziicii tiirleri) seviyelerinin (¢6ziicli hacimleri) tim
olas1 kombinasyonlarindan olusur. Yazilim paketleri D-optimal tasarimlari olusturmak
icin farkl prosediirlere sahip olabilir. Bu nedenle tasarim kullanilan yazilim paketine

bagli olarak farklilik gosterebilir.
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D-Optimal Karisim Tasarim (228-231)

Karigim tasarimlart karigimlarin bilesimini optimize etmek i¢in kullanilan
cevap yiizey tasarimlaridir. Cozelti karisgimlari etken madde bilesimlerinin
belirlenmesi gibi faktdrlerin seviye degerlerinin zorunlu olarak belirli bir sabit degerde
smirlandirilmast durumunda tercih edilir. Ornegin sivi kromatografide hareketli
fazlarim (A hatt1 ve B hatt1) toplam bilesimi %100°diir. Tasarimdaki faktorlerin
kisitlamalarina bagli olarak tasarim uzayi asimetrik olabilir. Karigim tasarimlari ile
hareketli fazdaki metanol, asetonitril ve su gibi toplam bilesimi %100 olmas1 gereken
tic faktorden diger ikisi secildiginde faktorlerden biri sabitlenir. Boylelikle deneysel
tasarim matrisindeki hareketli faz karisim oranlar1 degistirilerek lic boyutlu faktor
uzayinda tiggen bir diizlem olusturur. Diger kromatografik ayirim tekniklerinde, ilag
formiilasyonlarinin  gelistirilmesinde karisim tasarimlar1 optimal bilesimlerinin
belirlenmesinde oldukg¢a kullaniglidir. Buna bagli olarakta Bolim 2.6.8.’de ayrintilari
verilen D-optimal tasarimlar ile tasarim matrisi olusturulabilir.

Metanol, asetonitril ve asetondan olusan (sirasiyla A, B ve C olarak
kodlanmistir) bir karisimda optimum c¢oziicli karisimini belirlemek i¢in 3 tekrar, 3
uyum eksikligi ve 6 model noktasi olmak {izere toplam 12 deneyden olusan 6rnek bir
D-optimal karisim tasarimi Tablo 2.6.’da verilmistir. Karisimdaki bilesenlere ait
hacimce smir degerler; 0 < A <600,0<B <600,0<C<200,0<A+B+C (toplam
hacim) < 600 pL’dir. Karisimdaki bilesen oranlart asetona bagli olarak
siirlandirilmistir ve tasarim uzayi diizensizdir. Bu nedenle Tablo 2.6.’da verilen
ornekte asimetrik model noktalarin1 ve optimum ¢o6ziicii karigimini belirlemek icin
bilgisayar destekli D-optimal karisim tasarimi kullanilmistir. Tasarimda tekrar
noktalar1 hatayr ve sonuglardaki degiskenligi tahmin etmek i¢in, uyum eksikligi
noktalar1 ise belirlenen tasarim noktalarindan olabildigince uzakta benzersiz tasarim
noktalar1 secilip gergek ve tahmin edilen degerler arasindaki farki tekrarlar arasindaki

hatayla karsilastirmak i¢in kullanilmistir.



Tablo 2.6. Ug faktor i¢in D-optimal karisim tasarimu.
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Deney Metanol (A) Asetonitril (B) Aseton (C)
1" 400 0 200
2" 0 600 0
3 0 500 100
4* 125 375 100
5 300 300 0
6 600 0 0
7* 425 125 50
8 0 600 0
9" 200 200 200
10° 600 0 0
11 0 400 200
12 400 0 200

*Tekrar noktalari, “Uyum eksikligi noktalari

2.6.9. Box-Behnken Tasarimi

Box-Behnken tasarimi bes seviyeye kadar c¢ikabilen merkezi kompozit
tasarimlardan farkli olarak {i¢ seviyeye sahiptir (Sekil 2.22A.). Box-Behnken tasarimi
lic veya daha fazla faktore sahip optimizasyon c¢aligmalarinda kullanilan kuadratik bir
tasarimdir. Tasarim faktoriyel veya ug nokta noktalara sahip olmayip 2k (k — 1) + nc
tane deney igerir. Formiildeki k, faktor sayisi; ne ise merkez noktanin tekrar sayisidir.
Iki faktor icin Box-Behnken tasarimi olusturulamaz. Ug faktdr i¢in 13 deneyin
gerceklestirilecegi Ornek Box-Behnken tasarimi ve tasarim matrisinin sematik
gosterimi Tablo 2.7. ve Sekil 2.22B.’de verilmistir. Box-Behnken tasarimlari
genellikle merkezi kompozit tasarimlardan daha az tasarim noktasina sahiptir, bu
nedenle ayni sayida faktorle calistirilmalari daha tasarrufludur. Box-Behnken

tasarimlar1 merkezi kompozit tasarim gibi eksenel noktalara sahip degildir, bu nedenle

tiim tasarim noktalarinin ¢aligsma alanini kapsadigindan emin olunabilir.



Tablo 2.7. Ug faktor i¢in Box-Behnken tasarimi

85

Deney X1 X2 X3
1 +1 +1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 -1 -1 0
5 +1 0 +1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 -1 0 -1
9 0 +1 +1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 -1 -1
137 0 0 0

“Merkez nokta

A B

g7 . B o
°© v o % . g

Sekil 2.22. Ug faktor igin temsili optimizasyon tasarimlari (229). A) 3 faktér icin 15
deneyden (2X+ 2k +1) olusan merkezi kompozit tasarim, B) 3 faktdr icin

13 deneyden (2k (k — 1) + 1) olusan Box-Behnken tasarimi.
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2.6.10. Deneysel Tasarim Modellerinin Degerlendirilmesi (221)

Faktorler ve cevap degiskenleri arasindaki iligki matematiksel denklemlerle
aciklanabilir. Ug faktor igin tipik olarak iiretilen matematiksel model Esitlik 2.3.’te

verilmistir.

y = by + byxq + byx, + bsxs + by X% + bypx% + byzxZ + byx1 X, + by3x1X3 + byzXyxs

+ £ (2.3)

Bu esitlikte;

y (Cevap): Faktorlere bagl olarak degisim gosteren bagimli degisken yani
cevap degiskenidir.

x (Faktor): Cevap degiskeni tizerinde etkisi arastirilan bagimsiz degiskenler.

b, (Kesisim veya ortalama): Olduk¢a 6nemli bir parametredir ve kesisimi ifade
eder. Her ii¢ ana etki sifir oldugundaki y’nin cevabidir.

&o: Deneysel hata.

bix; + byx, + byx3 (Ug faktdre ait dogrusal terimler): Faktorler ile cevap
degiskeni arasindaki dogrusal iligkiyi verir. Bazi deneysel tasarimlar dogrusal
modellerle aciklanir.

bi1x% + by x2 + byzx3 (Ug faktore ait kuadratik terimler): Bir degiskendeki
farkliliklarin ikinci bir degiskendeki farkla nasil agiklandig1 bilgisini verir. Bu terimler
ile egrisel iliski kurulabilir.

biyx1%x5 + by3x1X3 + by3x,x3 (Faktorler arasindaki etkilesim): Faktorler
arasindaki etkilesimlerin cevap degiskeni ilizerindeki etkilerini degerlendirmek icin

kullanilir.
Tasarim Matrisi

Kemometrik c¢aligmalar gerceklestiren aragtirmacilar genel olarak matrislerle
calisirlar. Deneysel tasarim matrisleri deneyleri iceren satirlar ve bagimsiz degiskenler olarak
ifade edilen faktorlerin degisen seviyelerini igeren ve matematiksel modellerle iliskilerini
gosteren kolonlardan olusur. On faktér ve yirmi deneyden olusan temsili iki seviyeli kismi

faktoriyel tasarim Sekil 2.23.’te sunulmustur.



Deneyler
(Satirlar) (20)

N

Faktorler (Sttunlar) (10)

-

N

TASARIM
MATRISI

>
4

/

&7

Sekil 2.23. Temsili iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim matrisi.

Deneysel tasarim modelinin hesaplanmasi

Cevap degiskeni, katsayilar ve deneysel matris arasindaki iligki Sekil 2.24.’teki

sematik gosterim ve Esitlik 2.4.’le agiklanabilir.

y=D.b
1 10
20 || y = 20 D

2. 4)

10 b

Sekil 2.24. Cevap degiskeni, tasarim matrisi ve katsayilar arasindaki iligkiye ait

sematik gdsterim.

Olusturulan deneysel tasarim kare matris seklindeyse b katsayisi Esitlik 2.5. ile

olusturulan deneysel tasarim eger kare matris seklinde degilse b katsayis1 Esitlik 2.6.

ile hesaplanir.
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b= Dly (2.5)
b=(D'.D)"1.D.y (2. 6)

Esitlik 2.3.teki gibi bir matematiksel esitlikteki faktorler i¢in 6rnek seviye
degerleri Tablo 2.8.’de, regresyon katsayilar1 ve cevap degerleri ise Tablo 2.9°da

sunulmustur.

Tablo 2.8. Ornek faktorler ve seviye degerleri (221).

Faktor Seviye Degerleri
X, 4 5 6
X, 20 40 60
X3 2 3 4

Tablo 2.9. Ornek regresyon katsayilari ve tahmini cevap degerleri (221).

Parametre Katsayi Tahmini Cevap
b, 58.807 35.106
b, —6.092 15.938
b, —2.603 45.238
b, 4.808 28.399
b1 0.598 19.315
b,, 0.020 1.552
bss 0.154 38.251
bi, 0.110 22.816
bis 0.351 23.150
b, 0.029 12.463

b degeri belirlendikten sonra, y degerini tahmin etmek ve karelerin toplamini
ve diger istatistik hesaplamalari yapmak miimkiindiir. Katsayilardan hangi
parametrenin cevap tizerinde etkili oldugu bulunabilsede Tablo 2.9.°da verilen
ornekteki katsayilar parametrenin mutlak bir anlam ifade etmedigini gostermektedir.

Ornegin, b,, parametresinin (0.020) b,; parametresine (0.598) gore kiiciik oldugu
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goriilmektedir. Ancak bu b,, parametresinin b;; parametresine gore daha onemli

oldugunu gostermez. Bu tamamen fiziksel 6l¢lim birimlerine baglidir.
Parametrelerin Onemlilik Degerlendirmesi

Her faktore ait fiziksel Olgek farkli oldugu i¢in Tablo 2.9°da verilen ve 10
regresyon katsayisi ile tanimlanan ii¢ faktorlii tasarim 6rneginde hangi parametrelerin
daha 6nemli olduguna karar verilemez. Parametrelerin 6nemi hakkinda daha dogru bir
yaklagim yapmak icin faktorler standardize edilmelidir. Bunun i¢in en yaygin yontem
kodlamadir. Her bir faktore ait en diisiik seviye degeri icin -1, en yiiksek seviye degeri
icinse +1 degeri verilir. Deneysel tasarimdaki faktorler Tablo 2.10.’daki gibi kodlanir.
Buna gore birinci faktor i¢in kodlanmis en diisiik seviye degeri (-1) 4’e, en yiiksek

seviye degeri (+1) 6’ya karsilik gelir.

Tablo 2.10. Tasarimdaki faktorlere ait kodlanmis seviye degerleri (221).

Faktor Seviye Degerleri
-1 0 1
X1 4 5 6
Xy 20 40 60
X3 2 3 4

Kodlamaya bagli olarak tasarim matrisi énemli lgiide basitlesir ve katsayilar
yeniden hesaplandiginda regresyon katsayilarimin  onemli Ol¢lide degistigi
goriilmektedir (Tablo 2.11.). Ornegin, b, parametresinin isareti Tablo 2.9.’da negatif
(—6.092) iken, Tablo 2.11°de pozitif (+5.343) olarak hesaplanmistir ve b,; teriminin

boyutu ve isareti degismemistir.
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Tablo 2.11. Kodlanmis seviye degerlerine gore Tablo 2.9.’daki katsayilara ait yeni
degerler.

Parametre Katsay:

bo 17.208
b, 5.343
b, ~7.849
b, 8.651
b1y 0.598
bys 7.867
bas 0.154
by, 2.201
by 0.351
bys 0.582

Burdaki gibi Onemlilik degerlendirilmesi parametrelere ait katsayilarin
biiylikliigii ile yapilabildigi gibi F-testi veya t-testi ile de yapilabilmektedir. Verilerin
dogru kodlanmas1 kosuluyla katsay1 ne kadar biiyiik olursa 6nemi de o kadar biiyiik
olur. Yani b katsayisi ne kadar biiyiik ise faktor (x) cevap (y) lizerinde o kadar etkilidir.
Katsayilarin oniinde eksi (-) isareti olmasi o faktoriin deneysel siirece negatif etkisi

oldugunu gosterir.
Deneysel Tasarimlarin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Deneysel tasarim planlarina gore gerceklestirilen analizlere bagli olarak
Onerilen modeller veya faktorler istatistiksel olarak Onemsiz olabilir. Bu nedenle
arastirmact deneysel tasarimdaki her bir deneye karsi ol¢iilen cevap degiskenlerini
girdikten sonra yazilim tarafindan Onerilen modeli ANOVA, F-testi, t-testi gibi
istatistiksel analizlerle kontrol etmelidir. Buna gore Onemsiz bulunan faktorler
modelden ¢ikarilabilir. Ayrica faktdriyel tasarimlarda 6nemli faktorlerin matematiksel
modele dahil edilip edilmeyecekleri Pareto veya Yari-Normal grafik gibi cesitli
gorsellestirme araglar ile belirlenebilir.

Tasarim uzayindaki model noktalarina ait cevap degiskenlerinin normallik

varsayimini saglayip saglamadiklari veya normal bir dagilim gosterip gostermedikleri
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cesitli tan1 araglar (artiklarin normal grafigi, analiz sirasina gore artiklarin grafigi gibi)
ile kontrol edilmelidir. Olgiilen cevap degiskenlerinin tiiriine bagl olarak
matematiksel doniisiim uygulanip uygulanmayacagi Box-Cox grafigi ile belirlenir.
Son olarak ise isteklilik fonksiyonuna dayali bir kriter kullanilarak deneysel siiregte
faktorlerin ayarlanmasi gereken optimum kosullar belirlenebilir.

Birgok yazilimda var olan optimizasyon modiilii ile cevap degiskeni iizerinde
etkisi olan faktorlere ait optimal degerler belirlenebilir. Bunun i¢in cevap/cevaplar
birimsiz isteklilik skalasina doniistiiriilerek d = 0 ve d = 1 arasinda degerler alir.
Isteklilik fonksiyonunda faktorlere ve cevaplara farkli nem dereceleri atanabilir. Tez
kapsaminda kullanilan cevap degiskeninin maksimize edilmesine yonelik isteklilik
fonksiyonu Esitlik 2.7°de verilmistir.

Esitlik 2.7°de; D(X), isteklilik fonksiyonu; d;, istenen cevap araliklari; n,
cevaplarin sayisidir. Herhangi bir cevap veya faktor istenen araligin disina ¢ikarsa

D(X) sifira esitlenir.

D = (Tydon @7)
d; = 0; ; < kligiik deger,
0 < d; < 1; kiiciik deger < y; < yiiksek deger,
d; =1; y; > yluksek deger.
Uygun Deneysel Tasarimin Secilmesi

Alinmak istenen bilginin ayrintisi, maliyet ve siireye bagli olarak uygun deney
tasarim yontemlerinden biri secilir (18). Sec¢ilen yontemde rasgelelestirme kullanilarak
kontrolsiiz degiskenlerin elde edilen sonuglar {izerindeki etkisi en aza indirilmelidir.
Ote yandan arastirma planinda bazi deneysel noktalar icin tekrarlarin dahil edilmesi,
incelenen Ornegin rastgele hatalardan nasil etkilendigini belirlemeye yardimei
olacaktir. Ozetle deney tasarimi ve optimizasyonu yaklasiminda arastirmanin dikkatli
bir sekilde planlanmasi, bir 6l¢iim verisi matrisi elde etmek i¢in planlanan deneylerin

yapilmasi, deney sonuglariin istatistiksel analizi ve yorumlanmasi ile bilimsel siireg
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tamamlanir (232, 233). Genel olarak faktor sayisi, tiirii ve ulagilmak istenen hedefe

yonelik olarak deneysel tasarim se¢imi yapilir (Sekil 2.25.).

Calismanin Amact

I
[ | |

Faktor Sayisini Diistirme Etkilesimleri Belirleme Optimizasyon
[ l | ‘
Faktor sayisi: 5-9 Faktor sayisi: >9 Faktor sayis1: 4-6 Faktor sayisi: 2-5
‘ [
2k (¢oz. 111) 26 (¢6z. V), 2K, 3k . . .
2kP (¢oz. IV) . Nicel faktorler Nicel ve nitel faktorler
Plackett-Burman D-optimal tasarim

CCD

Merkez nokta igeren 2%, 3k

Box-Behnken
CCD

. Karigim tasarimi
Merkez nokta igeren 2k, 3k N

D-optimal tasarim

Sekil 2.25. Deneysel tasarim segim rehberi (234). 2P: Iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarim, 2% iki seviyeli tam faktoriyel tasarim, 3*: Uc seviyeli tam
faktoriyel tasarim.

2.6.11. Metabolomik ve Lipidomik Calismalarda Deneysel Tasarim

Saglik bilimlerinde yapilan bir¢ok calismada istenen hedefe yonelik, hedefi
dogrudan veya dolayl1 olarak etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Ancak, deneysel
tasarim planlarinin saglik bilimlerinde ve 6zellikle omiks bilimlerinde kullanimi
giinimiizde olduk¢a sinirlidir (18) (Tablo 2.12.). Metabolomik ve lipidomik
calismalarin ortak noktasi, uygulanan deneysel prosediirlerin (metabolitlerin ve
lipitlerin  tliketilmesi, Ornek hazirlama, enstriimental analiz, veri analizi)
karmasikligidir. Bu sebeple sistem biyolojisinin en onemli disiplinlerinden olan
metabolomik ve lipidomik analzlerde yontem farkliliklarindan veya biyolojik
matrislerin karmagikligindan kaynaklanan ve ¢alismalarin sonucunu etkileyecek bir
cok faktoriin bulunmasi nedeniyle, uygun deneysel tasarim planlamalari ile uygun

analitik yontem parametrelerin belirlenmesi oldukg¢a onemlidir.
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Tablo 2.12. Metabolomik ve lipidomik c¢aligmalarin 6rnek hazirlama ve yontem
gelistirme basamaklarina ait DoE uygulamalari

DoE Stratejisi ~ Ornek Tiirii Analitik Teknik Omik Ref.
Yaklasim
Ornek Hazirlama
D-optimal Idrar GC-TOF-MS Metabolomik  (235)
D-optimal, 22 Plazma GC-TOF-MS Metabolomik  (236)
262 MKT Hiicre kiiltiirii ADK Profilleme  (237)
D-optimal, 3% Plazma GC-TOF-MS Metabolomik  (238)
2k-p Bakteri, serum  MALDI-TOF-MS Lipidomik™  (239)
PlackettBurman Sac LC-MS/MS Metabolomik™  (240)
Analitik Yontem
MKT, 3k Plazma GC-TOF-MS Metabolomik  (238)
MKT Serum UHPSFC-qTOF-MS Lipidomik (241)
D-optimal Serum LC-MS/MS Metabolomik  (202)

"Hedeflenmis analizler, ADK: Anyon degisim kromatografisi, MKT: Merkezi kompozit tasarim,
UHPSFC: Ultra ytiksek performansli siiper kritik akiskan kromatografisi

Ozellikle hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik calismalar sirasinda
tiiketilen tiim bilesikler i¢in yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik elde etmek pratik
olarak neredeyse imkansizdir (18, 242-244). Ciinkii 6rnek toplama, saklama ve
hazirlama, analiz ve veri isleme basamaklarinda ¢esitli varyasyon kaynaklar1 bulunur
(245, 246). Siiphesiz ki deneysel tasarim yontemlerinin kullanilmasi ve bu yontemlere
olan ilginin artmasiyla calisilan biyolojik matrise ve analitik yaklasima ait bir¢ok
parametrenin optimize edilmesi sonucu bilim insanlar yiiksek kaliteli omik veriler
uretebilir. Bu baglamda tez c¢alismasi kapsaminda metabolomik ve lipidomik
analizlerin sonuglarii etkileyen c¢ok sayida faktor cesitli deneysel tasarimlar ile
optimize edilerek analitik yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen analitik yontemler
GBM, menenjiyom, akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii

hastalar ile kontrol grubundan toplanan doku ve plazma 6rneklerine uygulanmistir
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3.1. Kimyasal Maddeler
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Kimyasal Firma

Aseton (GC saflikta) Merck
Asetonitril (LC-MS saflikta) Merck
Amonyum format (LC-MS saflikta) Sigma Aldrich
Doymus alkan serisi (Cs-Cao) Sigma Aldrich
DL-fenilalanin-B-13C [sotec
Diklorometan Merck

Etanol (HPLC saflikta) Isolab
ESI-Tune Karigimi Agilent
Formik asit (LC-MS saflikta) Merck
Hegzan Merck
Helyum gaz1 (%99,999) Ankara Gaz
Izopropil alkol (LC-MS saflikta) Merck
Kloroform Merck

Metil tert-butil eter Merck
Metoksiamin hidrokloriir Sigma Aldrich
Miristik-d27 asit Sigma Aldrich
MSTFA + %1 TMCS Thermo Fisher Scientific
Su (LC-MS saflikta) Merck

Piridin (GC saflikta) Sigma Aldrich




3.2. Cihazlar
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Cihaz Firma

Derin donduruculu buzdolab1 (-20 °C)  Argelik

Derin dondurucu (-80 °C) Niive

GC-MS Shimadzu (QP2010 Ultra)
Hassas Terazi Mettler Toledo (AG285)

Kuru blok 1sitict
Milli-Q su cihazi
qTOF-MS
Santrifiyj (1)
Santrifiyj (2)
Ultrasonik banyo
UPLC

Vakum santrifiij
Vorteks karistirict
Havan

S1v1 azot tanki

Allsheng MS-100

Barnstead NanoPure Diamond
Agilent (6530)

Hermle (Z233 M-2)

Hettich (EBA 20)

Bandelin Sonorex (RK 514 BH)
Agilent (1260 Infinity)
Labconco CentriVap Concentrator
Ika Vortex 3

Isolab

MVE Labl10

3.3. Cam ve Sarf Malzemeler

Sarf Malzeme

Firma

Balon joje ve beher (gesitli hacimlerde)
C18 kolon (2.1 x 100 mm, 2.7 pm)

GC kolon (30 m +10 m 6n kolon, 0,25 mm, 0,25 pm)

Insert (200 pL)
Meziir (¢esitli hacimlerde)

Otomatik mikropipet (0,1-10, 10-100, 100-1000 L)

On kolon (C18, 4 mm x 3.0 mm)
Santrifiyj tiipii (1,5 ve 2 mL)
Siringa

Vial (2 mL) ve vida kapak
Kriyojenik tiip

Isolab

Agilent (Poroshell HPH)
Agilent (DB5-MS)
Agilent

Isolab

Eppendorf

Phenomenex

Isolab

Hamilton

Agilent

Tarsons
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3.4. Yazihmlar

Yazilim Firma

ABF Converter Reifycs

Design-Expert (ver. 12.0.3.0) Stat-Ease

Excel 2020 Microsoft

GraphPad Prism (ver. 7.04) GraphPad Software
MS-DIAL (ver. 4.60) RIKEN

MS-FINDER (ver. 3.52) RIKEN

SIMCA (ver. 14.1) Umetrics AB

Metaboanalyst (ver. 5.0) https://www.metaboanalyst.ca

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

%0,1 FA cozeltisi: MS saflikta bir miktar su igeren bir litrelik balon jojeye
derisik FA (%98) cozeltisinden 1 mL aktarilmis ve bir litreye MS saflikta su ile
seyreltilmistir.

%0,1 FA iceren asetonitril ¢ozeltisi: MS saflikta bir miktar asetonitril igeren
bir litrelik balon jojeye derisik FA (%98) ¢ozeltisinden 1 mL aktarilmis ve bir litreye
LC-MS saflikta asetonitril ile seyreltilmistir.

%0,1 FA ve 10 mM AF iceren su:asetonitril (6:4, h/h) ¢ozeltisi: MS saflikta
400 mL asetonitril ile bir miktar su bulunan bir litrelik balon jojeye 0,6306 g AF
tartilarak aktarilmistir. AF’nin ¢oziinmesi saglandiktan sonra derisik FA (%98)
¢ozeltisinden 1 mL alinarak balon jojeye ilave edilmistir. Sonrasinda hacim MS
saflikta su ile bir litreye tamamlanmustir.

%0,1 FA + 10 mM AF iceren IPA:asetonitril (9:1, h/h) ¢cozeltisi: MS saflikta
100 mL asetonitril ile bir miktar IPA bulunan bir litrelik balon jojeye 0,6306 g AF
tartilarak aktarilmis ve AF’nin ultrasonik banyoda tamamen ¢dzlinmesi saglandiktan
sonra derisik FA (%98) ¢ozeltisinden 1 mL alinarak balon jojeye ilave edilmistir.
Sonrasinda hacim MS saflikta su ile bir litreye tamamlanmustir.

Metoksiamin hidrokloriir (MeOX) cozeltisi (10 mg/mL): 7,5 mg MeOX
tartilarak viale aktarilmig ve iizerine 750 pL piridin ilave edilerek vortekslenmistir.

MeOX c¢ozeltisi her analizden Once taze olarak hazirlanmistir.
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MeOX cozeltisi (30 mg/mL): 22,5 mg MeOX tartilarak viale aktarilmis ve
tizerine 750 pL piridin ilave edilerek vortekslenmistir. MeOX ¢ozeltisi her analizden
once taze olarak hazirlanmistir.

Miristik-d27 asit ¢ozeltisi (1000 pg/mL): LC-qTOF-MS analizleri i¢in 1 mg
miristik-d27 asit tartilarak 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 1 mL LC-
MS saflikta metanol ilavesinin ardindan vortekslenerek ¢éziinmesi saglanmistir. GC-
MS analizleri i¢in 1 mg miristik-d27 asit tartilarak 1,5 mL’lik santrifiij tiipline
aktarilmistir. Uzerine 1 mL piridin ilave edilmesinin ardindan vortekslenerek
¢Ozilinmesi saglanmistir.

DL-fenilalanin-B-*C (1000 pg/mL): 1 DL-fenilalanin-B-'*C tartilarak 1,5
mL’lik santrifiij tiipine aktarilmis ve ilizerine 1 mL LC-MS saflikta su ilavesinin

ardindan vortekslenerek ¢oziinmesi saglanmustir.
3.6. Plazma ve Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan GO 19/720 numaral1 “Glioblastoma multiforme, menenjiyom (birincil) ve
metastaz (ikincil) beyin tlimorlerine ait fenotiplerin belirlenmesinde kullanilacak
biitiinlesik omiks analizler i¢in analitik yontem gelistirilmesi ve uygulanmasi1” baslikli
proje onerisi 02.07.2019 tarihli toplantida etik kurul onay1 (EK-3) almis ve ornekler
basvuru dosyasinda belirtilen sartlara bagli kalinarak projede yer alan doktorlar
tarafindan Adana Sehir Egitim ve Arastirma Hastanesi Norosirilirji Kliniginde
toplanmistir. 18 yasin altindaki hastalar ¢calismaya dahil edilmemistir.

Hasta grubunu olusturan GBM, menenjiyom ve metastaz beyin timorlii
hastalar ile kontrol grubunu olusturan serebral hematomla (epidural, subdural,
parankimal) bagvuru yapan ve tedavisi i¢in hematom bosaltilmasinin yaninda
dekompresif amacli parankimal rezeksiyon yapilmasi gereken hastalardan, etik kurul
raporuna uyan ve onam veren her bir goniilliden doku ve plazma o&rnekleri
toplanmistir. Calisma doneminde beyin metastazi tanisi konulan hastalarin ¢ogunun
akciger kanseri oldugu goriilmiis ve buna bagli olarak metastaz grubuna ait 6rnekler
akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan hastalardan toplanarak olusturulmustur.
GBM (n=12), menenjiyom (n=12) ve akciger kanseri beyin metastaz (n=12) tanisi

konulan beyin tiimorlii hastalardan 36 doku ile 36 kan 6rnegi ve parankimal rezeksiyon
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yapilmast gereken hastalardan da 36 doku ve 36 kan Ornegi (n=36) toplanmis ve
toplamda 144 6rnek ile calisma gerceklestirilmistir.

Hasta ve kontrol grubundaki bireylere yapilan cerrahi miidahale esnasinda
patoloji amaglt alinan doku 6rneklerinin bir kismi1 hizlica kriyojenik tiiplere konularak
s1v1 azot i¢erisine daldirilmis ve boylece 6rnekler arasinda varyasyona sebep vermeden
hiicresel aktivitenin hizli ve ani sekilde durdurulmasi saglanmistir. Ayni bireylerden
toplanan yaklagik 2-4 mL’lik kan 6rnekleri ise EDTA’l1 tliplere alinmig ve +4 °C’de
3000 devir/dak’da 10 dak santrifiijlenerek kan plazmasi elde edilmistir. Toplanan doku
ve plazma Orneklerinin Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’na transferi ger¢eklesene kadar 6rnekler Adana
Sehir Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde -80 °C’de saklanmistir. Kuru buz igerisinde
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari’na transfer edilen plazma 6rnekleri -20 °C’de, doku 6rnekleri ise -80

°C’de analizler gergeklestirilinceye kadar saklanmustir.
3.7. Biitiinlesik Omiks Analizler i¢in Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Metabolomik ve lipidomik analizler i¢in doku 6rnekleri Boliim 3.7.1., Bolim

3.7.2. ve Boliim 3.7.3.’te belirtilen optimize edilmis kosullar altinda hazirlanmistir.
3.7.1. Metabolitlerin ve Lipitlerin Es Zamanh Tiiketilmesi

Derin dondurucuda saklanan (-80 °C) doku 6rnekleri hizlica sivi azot dolu kaba
alinmis ve ardindan hiicresel aktivitenin baslamamasi i¢in siirekli sivi azot ikame
edilen havan igerisinde doviilerek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen her bir
doku oOrneginden 10+0,1 mg kadar tartilmis ve 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Metabolitlerin tliketilmesi i¢in doku drneklerine sirastyla 1 pg/mL DL-
fenilalanin-B-'3C (IS) igeren 400 pL metanol ve 200 pL su ilave edilmistir. Sonrasinda
metabolitlerin ve lipitlerin hiicre disina salinimlar i¢in 6rnekler buzlu su doldurulmus
ultrasonik banyoda 10 dak sonikasyona birakilmistir. Sonikasyon igleminin ardindan
oda sicakligina getirilen 6rneklere 600 pL diklorometan eklenerek lipitlerin organik
faza gecisi saglanmistir. Sonrasinda drnekler buz dolu kap icerisinde 800 devir/dak’da
10 dak boyunca ¢alkalandiktan sonra +4 °C’de 10.000 devir/dak’da 10 dak boyunca

santrifiijlenmistir. Boylelikle hem metabolitlerin hem de lipitlerin es zamanli analizine
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olanak veren li¢ fazl bir ¢ozelti karigimi olusturulmustur. Her bir 6rnegin metabolitleri
igeren iist fazlarindan hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizler i¢in ayr1 ayr1 200’er pL, lipitleri i¢eren alt fazlarindan ise LC-qTOF-MS
temelli lipidomik analizler i¢in 200’er pL. alinmis ve ii¢ farkli santriifiij tiipline
aktarilmistir.

Metabolomik ve lipidomik analizler i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere her bir 6rnegin
sirastyla iist ve alt fazlarindan 50°ser pL alinarak QC o6rnekleri i¢in havuz
olusturulmustur. QC 6rnekleri i¢in olusturulan iki ayr1 havuzdan ayr1 ay1 200’er uL
alimmis ve iki ayr santrifiij tiipiine aktarilmistir. Hazirlanan tiim 6rnekler vakumlu

santrifiijde kuruluga kadar ugurulmustur.
3.7.2. GC-MS Temelli Metabolomik Analizler icin Tiirevlendirme

Kuruluga kadar ugurulmus orneklere 20 pL MeOX (piridin igerisinde 10
mg/mL) ¢ozeltisi eklenmis ve drnekler kuru blok calkalayicida 30 °C’de 90 dak inkiibe
edilerek metoksillendirilmistir. MeOX ¢dzeltisi son hacimde 1 ppm miristik-d27 asit
(IS) igerecek sekilde hazirlanmigtir. Oda sicakligina getirilen 6rnekler 80 uLL N-metil-
N-trimetilsilil trifloroasetamit + %1 trimetilklorosilan (MSTFA + %1 TMCS) ¢ozeltisi
ile 70 °C’de 120 dak inkiibe edilerek tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilen 6rnekler
silillenmis GC-MS viallerine aktarilarak DB5-MS kolon ile B6liim 3.9.1.”de ayrintilar

verilen optimize edilmis GC-MS kosullarinda analiz edilmistir.

3.7.3. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik ve Lipidomik Analizler icin

Orneklerin Hazirlanmasi

Kuruluga kadar ucurulmus ornekler LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizler i¢in 200 uL %0,1 FA iceren asetonitril ile lipidomik analizler i¢in ise 200 uLL
[PA:asetonitril (7:3, h/h) karigimi ile yeniden ¢oziilmiistiir. Ardindan viallere aktarilan
ornekler C18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolon ile metabolomik ve lipidomik analizler
i¢in sirasiyla Boliim 3.9.2. ve Boliim 3.9.3.’te ayrintilar1 verilen optimize edilmis LC-

qTOF-MS kosullarinda analiz edilmistir.
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3.8. Biitiinlesik Omiks Analizler icin Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi

Metabolomik ve lipidomik analizler i¢in plazma 6rnekleri Boliim 3.8.1., Boliim

3.8.2. ve Boliim 3.8.3.’te belirtilen optimize kosullar altinda hazirlanmistir.
3.8.1. Metabolitlerin ve Lipitlerin Es Zamanh Tiiketilmesi

Derin dondurucuda saklanan (-20 °C) plazma Ornekleri oda sicaklifina
getirildikten sonra vortekslenmis ve her bir 6rnekten 200’er pL alinarak 2 mL’lik
santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in
orneklere sirastyla 1 pg/mL DL-fenilalanin-B-"*C (IS) igeren 600 uL metanol ve 200
uL su ilave edilmistir. Sonrasinda 6rnekler 30 sn vorteklenmis ve ardindan iizerlerine
600 puL kloroform eklenerek lipitlerin organik faza gecisi saglanmistir. Sonrasinda
ornekler buz dolu kap igerisinde 800 devir/dak’da 10 dak boyunca c¢alkalandiktan
sonra +4 °C’de 10.000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmistir. Boylelikle
doku ornekleri i¢in oldugu gibi plazma 6rnekleri i¢in de hem metabolitlerin hem de
lipitlerin es zamanli analizine olanak veren ii¢ fazli bir c¢ozelti karisim
olusturulmustur. Her bir 6rnegin metabolitleri igeren {ist fazlarindan hem GC-MS hem
de LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizler i¢in ayr1 ayr1 200’er pL, lipitleri
iceren alt fazlarindan ise LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizler i¢in 200’er pL
alinmis ve ti¢ farkli santriifiij tiiptine aktarilmistir. QC o6rnekleri i¢in Boliim 3.7.1.°de
belirtildigi gibi iki farkli havuz olusturulmustur. iki ayr1 havuzdan ayr1 ay1 200’er uL
alinarak metabolomik ve lipidomik analizler i¢in QC 6rnekleri hazirlanmis ve iki ayri
santrifiij tiipiine aktarilmistir. Hazirlanan tiim 6rnekler vakumlu santrifiijde kuruluga

kadar ugurulmustur.
3.8.2. GC-MS Temelli Metabolomik Analizler i¢in Tiirevlendirme

Kuruluga kadar ugurulmus orneklere 20 pL MeOX (piridin igerisinde 30
mg/mL) ¢ozeltisi eklenmis ve 6rnekler kuru blok calkalayicida 30 °C’de 90 dak inkiibe
edilerek metoksillendirilmistir. MeOX ¢dzeltisi son hacimde 1 ppm miristik-d27 asit
(IS) icerecek sekilde hazirlanmistir. Oda sicakligina getirilen 6rneklere 80 uL MSTFA
+ %1 TMCS eklenmis ve 6rnekler kuru blok ¢alkalayicida 37 °C’de 120 dak inkiibe

edilerek tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilen 6rnekler silillenmis GC-MS viallerine
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aktarilarak DB5-MS kolon ile Boliim 3.9.1.°de ayrintilar1 verilen optimize edilmis GC-

MS kosullarinda analiz edilmistir.

3.8.3. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik ve Lipidomik Analizler icin

Orneklerin Hazirlanmasi

Kuruluga kadar ucurulmus 6rnekler metabolomik analizler i¢in 200 pL %0,1
FA iceren su:%0,1 FA iceren asetonitril (1:1, h/h) karisimi ile lipidomik analizler
icinse 200 pL IPA:asetonitril (7:3, h/h) karisimi ile yeniden ¢oziilmiistiir. Ardindan
viallere aktarilan 6rnekler C18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolon ile metabolomik ve
lipidomik analizler i¢in sirasiyla Boliim 3.9.2. ve Boliim 3.9.3.te ayrintilar1 verilen

optimize edilmis LC-qTOF-MS kosullarinda analiz edilmistir.
3.9. Enstriimental Analizler

Doku ve plazma orneklerinden metabolomik analizler optimize edilmis
kosullarda hem GC-MS hem LC-qTOF-MS ile lipidomik analizler ise LC-qTOF-MS

ile gerceklestirilmistir.
3.9.1. GC-MS Temelli Metabolomik Analizler

Her bir doku ve plazma 6rnegine ait tiirevlendirilmis 6rnekler GC-MS ile DB-
SMS (30 m + 10 m 6n kolon x 0,25 mm i¢ ¢ap ve 0,25 um film kalinlig1) kolon
kullanilarak analiz edilmistir. Enjeksiyonlar bdlmesiz olarak gergeklestirilmis ve
enjeksiyon hacmi 1 pL olarak belirlenmistir. Analizler Tablo 3.1°de verilen optimize
edilmis GC-MS kosullarinda gergeklestirilmistir. Metabolitlere ait alikonma
zamanlarim1 kontrol etmek ve alikonma indekslerini hesaplamak i¢in doymus alkan

serisi (Cs-Cao) kullanilmigtir.
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Tablo 3.1. Optimize edilmis GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.

Firm sicakbk program  Firin sicakligi artis1 60 °C’den (1 dak tutulur) 325 °C’ye
10 °C/dak artisla (10 dak tutulur)

Analiz siiresi 37,5 dak
Enjeksiyon hacmi 1 uL (bolmesiz)
Tasiyic1 Gaz Helyum 1 mL/dak

MSD gegcis sicakhigi 290 °C
Coziicii gecikme siiresi 5,90 dak

Kiitle arahg 50-650 dalton

3.9.2. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizler

Her bir doku ve plazma 6rneginin LC-qTOF-MS ile metabolomik analizi (A)
%0,1 FA igeren su ile (B) %0,1 FA igeren asetonitril hareketli fazlar1 kullanilarak
olusturulan gradient eliisyonla (Tablo 3.2.) 0,25 mL/dak akis hizinda ve C18 (2,1 x
100 mm, 2,7 um) kolon kullanilarak 25 dak gergeklestirilmistir. Kolon sicaklig1 30 °C,
enjeksiyon hacmi ise 10 pL olarak belirlenmistir. qTOF-MS ile hem negatif hem de
pozitif iyonizasyon modunda ¢alisilmistir (Tablo 3.3.). Piklerin tanimlanmasi
amactyla QC orneklerine farkli enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeyleri uygulanarak MS/MS

spektrumlar elde edilmistir.

Tablo 3.2. Metabolomik analizler i¢in gradient eliisyon kosullari.

Zaman (dak) %A %B
0 90 10
1 90 10
14 10 90
15 10 90
20 90 10

25 90 10




Tablo 3.3. Optimize edilmis LC-qTOF-MS cihaz parametreleri.
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Pozitif ve Negatif Iyonizasyon

Kiitle arahg:

Tarama hiz1 (spektrum/s)
Sprey voltaji (V)
Skimmer voltaji (V)

Gaz sicakhi@g (°C)

Gaz akis1 (L/dak)
Nebulizer (psig)
Parcalayici (V)

100-1700 amu

2
3500
65
300

35
175

3.9.3. LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizler

Her bir doku ve plazma 6rneginin LC-qTOF-MS ile lipidomik analizi (A)
%0,05 FA ve 10 mM AF igeren su:asetonitril (6:4, v/v) ve (B) %0,05 FA ve 10 mM

AF igeren iceren IPA:asetonitril (9:1, v/v) hareketli fazlar1 ile gradient eliisyonla

(Tablo 3.4.) 0,25 mL/dak akis hizinda ve CI8 (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolon

kullanilarak 26 dak gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi 60 °C, enjeksiyon hacmi ise

10 uL olarak belirlenmistir. qTOF-MS ile negatif ve pozitif iyonizasyon modunda

calisilmistir (Tablo 3.3.) Piklerin tanimlanmasi amaciyla QC 6rneklerine farkli enerji

(10, 20 ve 40 eV) diizeyleri uygulanarak MS/MS spektrumlari elde edilmistir.

Tablo 3.4. Lipidomik analizler i¢in gradient eliisyon kosullari.

Zaman (dak) %A %B
0 65 35
1 65 35
5 45 55
10 25 75
15 5 95
17 5 95
20 65 35
26 65 35
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Doku ornekleri ve plazma ornekleri ile optimize edilmis kosullar altinda

yapilan deneysel caligmalarin 6zeti Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de sunulmustur.

@ Tek Basamakta Metabolitlerin ve Lipitlerin Tiiketilmesi

400 pL Metanol 200 pL Su \ 600 pL Diklorometan \
=
? . 10 dak

y D
c—

(800 devir/dak, + 4 °C, 10 dak)

Doku

10 £0,1 mg Sonikator

(10 dak)
@ Numune Hazirlama

200 pL

1 2
Metabolitler —— 1 i \
Vi (&)
/ (— T
3

200 pL ]
Lipitler — —
Santrifij ‘

(10000 devir/dak, + 4 °C, 10 dak)

Vakum Santrifij

@ Metabolomik ve Lipidomik Analizler

20 pL MeOX
(10 pg/ml) \80 pL MSTFA + %1 TMCS

30 °C, 90 dak 70 °C, 120 dak

200 pL %0.1 FA igeren GC-MS
2" psetonitril (1:1, h/h) \ -

(A) %0.1 FA igeren su
= (B) %0.1 FA igeren asetonitril l
200 pL 709, o
IPA:Asetonitril 2,78
8 (7:3.h/h) 25 LC-qTOF-MS
“m) |
=
— '. MS/MS l Veri Analizi
ey — :
? -10,20,40 eV
5]
n s l.m
(A) Su:Asetonitril (6:4, h/h) %0.05 FA + 10 mM AF
: (B) IPA:ACN (9:1, h/h) iceren MS-DIAL  MS-FINDER

Sekil 3.1. Doku 6rnekleri i¢in optimize edilmis deneysel kosullar (91).
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@ Tek Basamakta Metabolitlerin ve Lipitlerin Tiiketilmesi

600 pL Metanol 200 pL Su
e \\ \\ D
. > B 2 ~ 1
| | ]
= 30sn !
- {7/ I ‘ “‘ - \ “
Plazma v

(200 L) B Vortex ¥ Galkalayici

(800 devir/dak, + 4 °C, 10 dak)
' Metabolitler

—— Proteinler

600 pL Kloroform

@ Numune Hazirlama

200 pL

Lipitler

Santriflj

(10000 devir/dak, + 4 °C, 10 dak) Vakum Santrifiij

@ Metabolomik ve Lipidomik Analizler

20uEMeuX L MSTFA + %1 TM
i) 80 pL MSTFA + %1 TMCS i
1 QR
< - % V] [
i 30°C,90dak == 37°C,120dak 1
— — — ‘ — =

200 pL %0,1 FA igeren N GC-MS
2 Asetonlml Su (1:1, h o =
\ (A) %0.1 FA igeren su

— N b (B) %0.1 FA igeren asetonitril
"

“\ : (7 &
\ / 200 pL %, ., ¢
\“ IPA:Asetonitril = *?N —

3 (7:3,h/h) o LC-qTOF-MS

j ' S MS/MS l Veri Analizi

G | ) ? . - 10,20,40 eV

h D

¥ \ v (H1]

N

\ \
(A) Su:Asetonitril (6:4, h/h) °/0 05 FA + 10 mM AF
llJ (B) IPA:ACN (9:1, h/h) ,ceren MS-DIAL MS-FINDER

Sekil 3.2. Plazma 6rnekleri i¢in optimize edilmis deneysel kosullar (91).
3.10. Veri Analizi

GC-MS ve LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerinden elde edilen
kompleks kromatogramlar MS-DIAL (ver. 4.60) yazilimi kullanilarak ayristirilmas,
pik alikonma zamanlar diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur. GC-MS
analizlerinden elde edilen veri matrisleri Excel calisma dosyasina aktarilmis ve
metabolitlere ait pikler alikonma indeksli Fiehn ve Golm kiitiiphaneleri kullanilarak
tanimlanmistir. LC-qTOF-MS temelli metabolomik ve lipidomik analizlere ait veri
matrislerindeki pikler MS1 ve QC 6rneklerine farkli enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeyleri
uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlarinin yazilim {ireticisi tarafindan saglanan

acik erisimli MS/MS spektral kiitiiphaneleriyle (pozitif ve negatif, RIKEN)
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karsilastirilmasi ile tantmlanmistir. MS-DIAL araciligiyla agik erisimli kiitiiphanelerle
tanimlanamayan MS/MS  spektrumlart MS-FINDER yazilimma aktarilarak
metabolomik analizler i¢in HMDB, lipidomik analizler i¢cinse hem HMDB hem de
LIPID MAPS veri bankalarinda taranmistir. Boylelikle MS-DIAL ile tanimlanamayan
baz1 piklerin tanimlanmasi saglanmustir.

Hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS analizlerinden elde edilen veri matrisleri
LOESS algoritmasi kullanilarak QC rneklerine gore normalize edilmistir. Orneklere
ait analiz siras1 bilgileri yazilima dogru bir sekilde girilmis, ardindan normalizasyon
1slemi gerceklestirilmis ve boylelikle numune hazirlama ve analizlerden gelebilecek
varyasyonlar asgariye indirilmistir. Verilerdeki eksik degerler metabolit veya lipit
grubu i¢indeki en kiiclik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Veri matrisinde
%350°den fazla eksik deger iceren, QC orneklerinde %30’dan biiyiikk BSS degerine
sahip olan ve hareketli faz iceriginde tanimlanan metabolit ve lipitler veri matrisinden
atilmistir (247, 248).

Veri 6n islemenin ardindan doku ve plazma 6rnekleri i¢in ayr1 ayri olmak {izere
metabolomik ve lipidomik analizlerden elde edilen veri matrisleri birlestirilmis ve
SIMCA yazilimina aktarilarak PCA, PLS-DA, OPLS-DA c¢ok degiskenli istatistiksel
analiz yontemleri ile degerlendirilmis ve gruplarin ayrilmasinda Onemli olan
metabolitler ve regresyon katsayilart bulunmustur. PCA grafikleri veri setinde
herhangi bir sistemik hata ve aykirt bir veri olup olmadigini gorsellestirmek igin
olusturulmustur. PLS-DA grafikleri tiim veri gruplarinin OPLS-DA grafikleri ise ikili
veri gruplarimin farklilagmasini gorsellestirmek i¢in olusturulmustur. Bdoylelikle
veriler yorumlanabilir hale getirilmis ve daha detayl bilgiler elde edilmistir. Ote
yandan PLS-DA ve OPLS-DA analizlerindeki farklilasmaya neden olan metabolitlerin
bulunmas: i¢in VIP (variable important in projection) grafiklerinden yararlanilmistir.
En yiiksek VIP degerine sahip metabolit veya lipit ayirimda en biiyiik etkiye sahip
metabolit veya lipit olarak belirlenmistir. VIP grafikleri ile dnemli olan metabolitlerin
ve lipitlerin bulunmasinin ardindan hangi grup i¢inde hangi metabolitin derisiminin
arttig1 veya azaldigim1 bulmak amaciyla OPLS-DA grafikleri i¢in regresyon analizi
sonucunda elde edilen katsay1 (coefficient) grafiklerinden yararlanilmistir.

Kontrol grubuna karst hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

degisen metabolitler ve lipitler t-testi ile belirlenmis ve gruplara ait ortalama ve
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standart hata degerleri hesaplanmistir. Ayrica, doku ve plazma 6rnekleri i¢in ayr1 ayri
olmak iizere metabolomik ve lipidomik analizlerden elde edilen veri setleri
birlestirilerek Metaboanalyst platformuna aktarilmis ve potansiyel biyobelirteclerin
GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin tiimorlii
hastalar i¢in ayirt edici giicii (kontrol grubuna karsi) ¢ok degiskenli ROC egrisi
analizleri ile incelenmistir. Son olarak doku ve plazma 6rnekleri i¢in istatistiksel olarak
anlaml degisim gosteren metabolitler ve lipitler es zamanli olarak MetaboAnalyst
platformuna aktarilmis ve yolak analizleri yapilmistir. Boylelikle doku ve plazma
ornekleri i¢in es zamanli olarak tiimor fenotipleriyle en fazla degisim gosteren ortak

yolaklar bulunmustur.
3.11. Metabolomik ve Lipidomik Analizlerin DoE ile Optimizasyonu

Doku ve plazma orneklerinden gergeklestirilen metabolomik ve lipidomik
analizleri etkileyebilecek ¢ok sayida faktor DoE stratejileri ile izlenmis ve optimize
edilmistir. Yapilan optimizasyon calismalarina ait sematik gosterim Sekil 3.3’te

gosterilmistir.
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Metabolomik ve Lipidomiks Analizlerin DOE ile Optimizasyonu

Aseton
*0-800 pL, 0-600 ASE?;?\':)I:”I
Metanol

*0-200 pL, 0-200 pL4— SU

Doku 6rnegi (10+0,1 mg)
*Plasma Ornegi (200 pL)

Metabolitlerin Tiiketilmesi

A
D-Optimal Karigim
Tasarimi

15 + 5 tekrar + 5 (UE) = 25 deney

Numune Hazirlama
GC-MS LC-qTOF-MS

@ Metanol:Su

400-600/200-0
*600-800/200-0

@ Tiiketme Siiresi
10-30 dak
*0.5-1.5 dak

@ MeOX

20-40 pL, 10-30
30-70°C, 30-120

@ MSTFA + 1% TMCS

60-80 pL, 30-70°
dak

Tiirevlendirme

v
iki Seviyeli Kismi
Faktoriyel Tasarim

284+ 5 (merkez) = 21 deney

lGC-MS

v
iki Seviyeli Tam
Faktoriyel Tasarim

2% x 2 (tekrar) = 16 deney

ILC-QTOF-MS

"ﬁ Metanol:Su
- 400-600/200-0
*600-800/200-0
7N\ e S
(2 ) Tiketme Siiresi
~~ 0.51.5min
(3) Yeniden Gozme Gozeltisi
2/ Asetonitril:Su (50-100:50-0)

mg/mL,
dak Kromatografik Ayrim

Box-Behnken Tasarimi

12 + 3 (merkez) = 15 deney

l LC-qTOF-MS

@ Hareketli Fazdaki FA yiizdesi
0.050.15%

@ Akis Hizi
0.25-0.35 mL/dak

@ Kolon Sicakhgr
30-60 °C

C, 30-120

Lipitlerin Tiiketilmesi

v
Kloroform
Ay bcm 0-600 pL
Hekzan

4 goziicii x 5 (tekrar)= 20 deney MTBE+Su 5 1200+200

l Kromatografik Ayrim

Box-Behnken Tasarimi

12 + 3 (merkez) = 15 deney

l LC-qTOF-MS

@ Hareketli Fazdaki FA yiizdesi
0.05-0.15%

@ Akig Hizi
0.25-0.35 mL/min

@ Kolon Sicakhgi
30-60 °C

Sekil 3.3. DoE ile yapilan optimizasyon ¢alismalarina ait sematik gdsterim.

3.12.Optimizasyon Calismalari

3.12.1. Doku Orneklerinden DoE ile Yapilan Optimizasyon Calismalar

Derin dondurucuda (-80 °C) saklanan tiim doku 6rnekleri (n=72) hiicresel

aktivitenin baglamamasi i¢in siirekli sivi azot ikame edilen havan igerisinde doviilerek

toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen her bir doku 6rneginden esit miktarlarda



109

(20+£0,1 mg) tartilmis ve falkon tiipe (s1v1 azot igerisinde) aktarilarak doku havuzu
olusturulmustur. Olusturulan doku havuzu tekrar havan igerisine alinarak sivi azot
varliginda bir kez daha doviilmiis ve bir spatiil yardimiyla 6rneklerin karigsmasi
saglanmistir. Asagida detaylart verilen her bir deneysel tasarim plani i¢in bu doku
havuzu kullanilmis ve 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine her bir deney i¢in doku
havuzundan 10+0,1’er mg ornek tartilmistir. Doku 6rneklerinin yer aldigi her bir
santrifiij tiipline i¢ standart olarak 1 pg/mL miristik-d27 asit ve 1 pg/mL DL-
fenilalanin-B-'*C eklenmistir. Sonrasinda deneysel tasarimlarda belirtilen kosullar

altinda o6rnekler hazirlanarak analizler gerceklestirilmistir.
Metabolit Titkketme Basamaginin Optimizasyonu

Doku o6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesinde en yliksek verimi saglayan
¢Oziicii/¢ozlicii karigimini belirlemek i¢in bes farkli ¢oziicliniin etkisi (aseton,
asetonitril, etanol, metanol ve su) Design Expert yazilimi ile olusturulan D-optimal
karisim tasarimi ile incelenmistir. Analizler 15 model, 5 uyum eksikligi ve 5 tekrar
noktas1 olmak iizere toplam 25 deneyden olusan D-optimal karigim tasarim planina
gore gerceklestirilmistir (Tablo 4.1.). Deneysel tasarimdaki 25 deney ic¢in doku
havuzundan 10+0,1’er mg 6rnek yirmibes farkli santrifiij tiipiine transfer edilmis ve
her bir 6rnegin iizerine belirlenen hacimlerde ¢oziicii/¢oziiciiler eklenerek 25 adet
ornek hazirlanmistir. Asetonitril, aseton, etanol ve metanol ¢oziiciilerinin hacim
(seviye) degerleri 0-600 pL araliginda, suyun ise 0-200 pL araliginda belirlenmistir.
Proteinleri ¢oktiirme giicli olmamasi nedeniyle tasarim planinda suyun seviye degeri
diger coziiciilere gore daha diisiik tutulmustur. Coziicii ilavesinin ardindan
metabolitlerin ve lipitlerin hiicre disina salinimlari i¢in 6rnekler buzlu su doldurulmus
ultrasonik banyoda 30 dak sonikasyona birakilmis ve oda sicakligina getirildikten
sonra +4 °C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmistir. Sonrasinda
hazirlanan 25 6rnekten iki farkl santrifiij tiiptine hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS
analizleri i¢in ayr1 ayr1 200’er pL aktarilmis ve vakumlu santrifiijde kuruluga kadar
ucurulmustur. Ugurulan 6rnekler tiirevlendirildikten sonra GC-MS ve 200 uL %0,1
FA igeren su:%0,1 FA iceren asetonitril (1:1, h/h) karisimi ile yeniden ¢oziildiikten
sonra ise LC-qTOF-MS ile Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda analiz edilmistir.
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Lipit Tiiketme Basamaginin Optimizasyonu (OVAT)

Doku orneklerinden metabolitlerin tiiketilmesine benzer sekilde lipitlerin
tilkketilmesinde de en yiiksek verimi saglayan ¢6ziicii/¢oziicii karisimini belirlemek i¢in
4 farkli apolar organik ¢oziicilinilin etkisi (diklorometan, hegzan, kloroform, MTBE)
Design Expert programi ile olusturulan D-optimal karigim tasarimi kullanilarak
arastirilmak istenmistir. Ancak belirlenen optimize kosullarda (400 pL metanol ve 200
ul su karisimi) doku drneklerinden tiiketilen metabolitlerin tlizerine, lipitleri tiilketme
verimliligini incelemek i¢in olusturulan D-optimal karigim tasarim planina gore
eklenen diklorometan, hegzan, kloroform, MTBE c¢oéziiciilerin olusturdugu bazi
¢Oziicii kombinasyonlarinin polarite farki meydana getiremedigi gozlemlenmistir.
Buna bagli olarak metabolitlerin ve lipitlerin ayni Ornekten es zamanli olarak
tilketilmesi i¢in gereken ii¢ fazli ¢oziicii sistemi deneysel tasarim yaklagimi ile
olusturulamamistir. Bu nedenle lipitlerin yiiksek verimde tiiketilmesi i¢in 4 farkh
apolar organik ¢oziiciiniin etkisi OVAT yaklasimi ile incelenmistir. Analizler bes
tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Bu baglamda doku havuzundan 10+0,1 mg 6rnek
yirmi farkli santrifiij tiipiine transfer edilmis ve 6rnekler metabolitler i¢in belirlenen
optimize edilmis kosullarda (400 pL metanol ve 200 pL su karigimi) tiiketilmistir.
Sonrasinda metabolitlerin ve lipitlerin hiicre digina salimlar1 i¢in ornekler buzlu su
doldurulmus ultrasonik banyoda 10 dak sonikasyona birakilmistir. Her bir ¢6ziicliniin
lipitlerin tiiketilmesine olan etkilerini incelemek i¢in eklenmesi gereken kloroform,
diklorometan ve hegzan hacmi 600 pL olarak belirlenmistir. MTBE ile lipitlerin ikinci
bir faz olusturularak tiiketilmesi i¢inse 6rneklere 1200 uL MTBE ve ilave 200 uL su
eklenmistir. Ardindan G6rnekler buz dolu kap icerisinde 800 devir/dak’da 10 dak
boyunca calkalandiktan sonra +4 °C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca
santrifiijlenmis ve hem metabolitlerin hem de lipitlerin es zamanli analizine olanak
veren U¢ fazli bir ¢ozelti karisimi olusturulmustur. Lipitleri igeren fazlardan 200’er uLL
alinmis ve santrifiij tiiplerine aktarilarak kuruluga kadar ugurulmustur. Ardindan
ornekler 200 pL IPA:asetonitril (7:3, h/h) karisimi ile yeniden ¢6ziilmiis ve LC-qTOF-
MS ile Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda analiz edilmistir.
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GC-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Tiirevlendirme Basamaginin

Optimizasyonu

Doku oOrneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiiketme ve
tirevlendirme basamagina etkisi olabilecek faktorler iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarim ile degerlendirilmistir. Bu baglamda metanol-su hacim orani ile tiiketme
stiresi, MeOX derisimi, hacmi, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi ile MSTFA + %1 TMCS
hacmi, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresinin GC-MS tabanli metabolomik analizlere olan
etkisini degerlendirmek igin 21 deneylik iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim plani (2%
4=16 model ve 5 merkez nokta) olusturulmustur (Tablo 4.3.). Tasarimdaki 21 deney
i¢in doku havuzundan 10+0,1 mg 6rnek yirmibir farkli santrifiij tlipiine transfer edilmis
ve her bir 6rnek deneysel tasarim planina gore farklt metanol-su hacim oranlari ile
tiiketilmistir. Metanol hacmi i¢in seviye degerleri 400-600 puL araliinda belirlenmis
ve gerekmesi halinde son hacimler su eklenerek 600 pl’ye tamamlanmistir. Daha
sonra tiiketme siiresinin analiz sonuglarina olan etkisini incelemek i¢in deneysel
tasarim planina gore 6rnekler buzlu su doldurulmus ultrasonik banyoda 10, 20 ve 30
dak olmak {iizere farkli siirelerde sonikasyona birakilmistir. Oda sicakligina getirilen
ornekler +4 °C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmis ve ardindan
200’er uL 6rnek kuruluga kadar ugurulmustur. Deneysel tasarim planinda 6rneklere
eklenen MeOX derigimi, miktari, inkiibasyon sicakligi ve siiresine ait seviye degerleri
sirastyla 10-30 mg/mL, 20-40 pL, 30-70 °C, 30-120 dak olarak belirlenmistir.
Orneklerin tiirevlendirilmesi igin eklenmesi gereken MSTFA + %1 TMCS hacmi son
hacim 100 pL olacak sekilde ayarlanmistir. MSTFA + %1 TMCS inkiibasyon sicakligi
ve siiresi ise sirastyla 30-70 °C ve 30-120 dak olarak belirlenmistir. Deneysel tasarim
planina gore belirlenen kosullarda tiiketilen ve tiirevlendirilen ornekler Bolim

3.12.3’te belirtilen kosullarda GC-MS ile analiz edilmistir

LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Ornek Hazirlama

Basamagimin Optimizasyonu

Doku orneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek
hazirlama basamagina etkisi olabilecek kritik faktorler (metanol-su hacim orani,
tilkketme siiresi ve ugurulan orneklerin yeniden ¢oziinmesinde kullanilan hareketli faz

bilesimi) Design Expert programu ile olusturulan iki seviyeli tam faktoriyel tasarim ile
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degerlendirilmistir (Tablo 4.5.). Analizler 8 model noktas1 ve 8 tekrar noktasi i¢eren
toplam 16 deneyden (2° x 2=16) olusan deneysel tasarim planina gore
gerceklestirilmistir. Tasarimdaki 16 deney i¢in doku havuzundan 10+0,1 mg 6rnek
onalti farkl santrifijj tiipiine transfer edilmis ve her bir 6rnek deneysel tasarim planina
gore farkli metanol-su hacim oranlari ile tiiketilmistir. Metanol hacmi i¢in seviye
degerleri 400-600 pL araliginda belirlenmis ve gerekmesi halinde son hacimler su
eklenerek 600 pL’ye tamamlanmistir. Daha sonra tiilketme siiresinin analiz sonuglarina
olan etkisini incelemek icin deneysel tasarim planina gore ornekler buzlu su
doldurulmus ultrasonik banyoda 10 ve 30 dak olmak iizere farkli siirelerde
sonikasyona birakilmistir. Oda sicakligina getirilen Ornekler +4 °C’de 10 000
devir/dak’da 10 dak boyunca santrifijjlenmis ve 200’er uL 6rnek kuruluga kadar
ucurulmustur. Ugurulan drnekler deneysel tasarim planindaki seviye degerlerine gore
(en diistik %50 en yiiksek %100) %0,1 FA igeren asetonitril ile yeniden ¢oziilmiistiir.
Gerekmesi halinde son hacim %0,1 FA iceren su ile 200 pL’ye tamamlanmustir.

Ornekler Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda LC-qTOF-MS ile analiz edilmistir.

LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin kromatografik ayirimini
etkiledigi bilinen hareketli faz akis hizi, kolon sicakligi ve hareketli fazdaki FA
yiizdesi Design Expert programi ile olusturulan Box-Behnken tasarimi ile optimize
edilmistir (Tablo 4.7.). Analizler 12 model ve 3 merkez nokta olmak iizere toplam 15
deneyden olusan tasarim planina (2 x 3 (3-1) + 3 =15) gore gergeklestilmistir. Hareketli
faz akis hizi, kolon sicakligi ve hareketli fazdaki FA yiizdesine ait seviye degerleri
0,25-0,35 mL/dak, 30-60 °C ve %0,05-0,15 olarak belirlenmistir. Tasarimdaki 15
deney icin doku havuzundan 10+0,1 mg 6rnek onbes farkli santrifiij tlipiine transfer
edilmis ve ornekler sirasiyla Boliim 3.7.1. ve Boliim 3.7.3.’teki optimize edilmis
kosullarda tiiketilip hazirlandiktan sonra Boliim 3.12.3’te belirtilen kosullarda LC-
qTOF-MS ile analiz edilmistir.
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LC-qTOF-MS  Temelli Lipidomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin kromatografik kosullarinin
optimizasyonuna benzer sekilde lipidomik analizler i¢in de kromatografik ayirimi
etkiledigi bilinen hareketli faz akis hizi, kolon sicakligi ve hareketli fazdaki FA
ylzdesi Design Expert programi ile olusturulan 12 model ve 3 merkez nokta igeren
Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmistir (Tablo 4.9.). Faktorlere ait seviye
degerleri LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin kromatografik kosullarinin
optimizasyonuna yonelik calismaya benzer sekilde belirlenmistir. Tasarimdaki 15
deney icin doku havuzundan 10+0,1 mg 6rnek onbes farkli santrifiij tlipiine transfer
edilmis ve 6rnekler Bolim 3.7.1. ve 3.7.3.’teki optimize edilmis kosullarda tiiketilip
hazirlandiktan sonra Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda LC-qTOF-MS ile analiz

edilmistir.
3.12.2. Plazma Orneklerinden DoE ile Yapilan Optimizasyon Calismalari

Derin dondurucuda (-20 °C) saklanan tiim plazma ornekleri (n=72) oda
sicakligina getirildikten sonra vortekslenmis ve her bir 6rnekten 400’er pL alinarak 50
mL’lik falkon tiiplere aktarilmistir. Boylelikle plazma Orneklerinden yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda kullanilmak {iizere plazma havuzu olusturulmustur.
Plazma havuzuna i¢ standart olarak miristik-d27 asit ve 1 ug/mL DL-fenilalanin-B-'*C
son hacim 1 pg/mL olacak sekilde eklenmistir. Asagida detaylar1 verilen her bir
deneysel tasarim plani i¢in plazma havuzu kullanilmig ve 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine
her bir deney i¢in plazma havuzundan 200’er pL O6rnek aktarilmistir. Sonrasinda
deneysel tasarimlarda belirtilen kosullar ile oOrnekler hazirlanarak analizler

gerceklestirilmistir.
Metabolit Tiiketme Basamaginin Optimizasyonu

Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesinde en yiiksek verimi saglayan
¢Oziicii/¢ozlicii karisimini belirlemek i¢in bes farkli ¢oziicliniin etkisi (aseton,
asetonitril, etanol, metanol ve su) Design Expert programi ile olusturulan D-optimal

karigim tasarimi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.13.). Analizler 15 model, 5 uyum
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eksikligi ve 5 tekrar noktasi olmak iizere toplam 25 deneyden olusan D-optimal
karisim tasarim planina gore gerceklestirilmistir. Tasarimdaki 25 deney icin plazma
havuzundan 200’er pL o6rnek yirmibes farkli santrifiij tiipline transfer edilmis ve
deneysel tasarim planima gore her bir Ornegin iizerine belirlenen hacimlerde
¢Oziicli/¢coziciiler eklenerek 25 adet 6rnek hazirlanmistir. Asetonitril, aseton, etanol ve
metanol ¢oziiciilerinin seviye degerleri 0-800 pL araliginda, suyun ise 0-200 uL
araliginda belirlenmistir. Proteinleri ¢oktliirememesi nedeniyle D-optimal karisim
tasariminda suyun seviye degeri diger ¢oziiciilere gore daha diigik tutulmustur.
Coziict ilavesinin ardindan 6rnekler 1 dak boyunca vortekslenmis ve sonrasinda +4
°C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmistir. Sonrasinda 25 ayri
ornekten iki farkli santrifiij tiiptine hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS analizleri i¢in
ayrt ayrt 200’er pL aktarilmis ve Ornekler vakumlu santrifiijde kuruluga kadar
ucurulmustur. Ugurulan 6rnekler tiirevliendirildikten sonra GC-MS ve 200 pL %0,1
FA iceren su:%0,1 FA iceren asetonitril (1:1, h/h) ile yeniden ¢oziildiikten sonra ise

LC-qTOF-MS ile Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda analiz edilmistir.
Lipit Tiiketme Basamaginin Optimizasyonu (OVAT)

Lipitlerin tiiketilecegi {i¢ fazli ¢oziicli sistemi doku drneklerine benzer sekilde
plazma Ornekleri i¢in de deneysel tasarim yaklagimi ile olusturulamamistir. Bu nedenle
diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE organik c¢doziiciilerinin plazma
orneklerinden lipitlerin tiiketilmesine olan etkileri doku 6rneklerinde oldugu (Bolim
3.12.1) gibi OVAT yaklasgimi ile incelenmistir. Analizler bes tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Bu baglamda plazma havuzundan 200’er puL 6rnek yirmi farklh
santrifiij tlipline transfer edilmis ve Ornekler metabolitler i¢in belirlenen optimize
edilmis kosullarda (600 pL metanol ve 200 uL su) tiiketilmistir. Ardindan 6rnekler 1
dak boyunca vortekslenmistir. Kloroform, diklorometan ve hegzan ¢oziiciilerinin
lipitlerin tiikketilmesine olan etkilerini incelemek i¢in eklenmesi gereken ¢dziicli hacmi
600 pL olarak belirlenmistir. MTBE ile lipitlerin ikinci bir faz olusturularak
tiiketilmesi i¢inse 6rneklere 1200 pL MTBE ve ilave 200 pL su eklenmistir. Ornekler
buz dolu kap igerisinde 800 devir/dak’da 10 dak boyunca calkalandiktan sonra +4
°C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmis ve hem metabolitlerin hem

de lipitlerin es zamanli analizine olanak veren ii¢ fazli bir ¢ozelti karigimi
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olusturulmustur. Lipitleri iceren fazlardan 200’er pL alinmis ve santrifiij tiiplerine
aktarilarak kuruluga kadar ugurulmustur. Ardindan 6rnekler 200 pL. IPA:asetonitril
(7:3, h/h) karisimi ile yeniden ¢oziilmiis ve LC-qTOF-MS ile Bolim 3.12.3.te

belirtilen kosullarda analiz edilmistir.

GC-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Tirevlendirme Basamaginin

Optimizasyonu

Plazma orneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiiketme ve
tirevlendirme basamagina etki eden faktorlerin etkisi iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarim ile degerlendirilmistir (Tablo 4.15.). Bu baglamda doku 6rneklerinde oldugu
(Boltim 3.12.1) gibi plazma orneklerinden de 8 faktoriin tiirevlendirme basamagina
olan etkisini degerlendirmek i¢in Design Expert programi araciligiyla 16 model
noktas1 (284=16) ve 5 merkez nokta igeren toplam 21 deneylik iki seviyeli kismi
faktoriyel tasarim plant olusturulmustur. Tasarimdaki 21 deney icin plazma
havuzundan 200’er pL 6rnek yirmibir farkl santrifiij tiipiine transfer edilmis ve her
bir Ornek deneysel tasarim planina gore farkli metanol-su hacim oranlarn ile
tiiketilmistir. Metanol hacmi i¢in seviye degerleri 600-800 puL araliinda belirlenmis
ve gerekmesi halinde son hacimler su eklenerek 1000 pL’ye tamamlanmistir. Daha
sonra tiiketme siiresinin analiz sonuglarina olan etkisini incelemek i¢in deneysel
tasarim planina gore Ornekler 0,5; 1 ve 1,5 dak olmak {iizere farkli siirelerde
vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler +4 °C’de 10000 devir/dak’da 10 dak boyunca
santrifiijlenmis ve 200’er L 6rnek kuruluga kadar ugurulmustur. Ugurulan 6rnekler
deneysel tasarim planina gore tlirevlendirilmistir. Tiirevlendirme i¢in MeOX derisimi,
hacmi, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi ile MSTFA + %1 TMCS hacmi, inkiibasyon
sicakligl ve siiresine ait seviye degerleri doku Ornekleri (Bolim 3.12.1) igin
olusturulan tasarim planindaki gibi belirlenmistir. Deneysel tasarim planina gore
belirlenen kosullarda tiiketilen ve tiirevlendirilen 6rnekler Boliim 3.12.3’te belirtilen

kosullarda GC-MS ile analiz edilmistir



116

LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Ornek Hazirlama

Basamaginin Optimizasyonu

Doku orneklerine benzer sekilde plazma Orneklerinden de LC-qTOF-MS
temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagina etkisi olabilecek 3
faktoriin etkisi (metanol-su hacim orani, tiiketme siiresi ve ugurulan 6rneklerin yeniden
¢Oziinmesinde kullanilan hareketli faz bilesimi) iki seviyeli tam faktoriyel tasarim ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.17.). Tasarimdaki 16 deney (2° x 2=16) i¢in plazma
havuzundan 200’er pL 6rnek onalt1 farkli santrifiij tiipiine transfer edilmis ve her bir
ornek deneysel tasarim planina gore farkli metanol-su hacim oranlari ile tiiketilmistir.
Metanol hacmi i¢in seviye degerleri 600-800 pL aralifinda belirlenmis ve gerekmesi
halinde son hacimler su eklenerek 1000 pL’ye tamamlanmistir. Daha sonra tiiketme
stiresinin analiz sonuglarina olan etkisini incelemek i¢in deneysel tasarim planina gore
ornekler 0,5; 1 ve 1,5 dak olmak tizere farkl siirelerde vortekslenmistir. Devaminda
ornekler +4 °C’de 10 000 devir/dak’da 10 dak boyunca santrifiijlenmis ve 200’er pL
ornek kuruluga kadar ugurulmustur. Ucurulan 6rnekler %0,1 FA iceren asetonitril ile
deneysel tasarim planindaki seviye degerlerine gore (en diisiik %50 en yiiksek %100)
yeniden ¢Oziilmiistiir. Gerekmesi halinde son hacim %0,1 FA iceren su ile 200 puL’ye
tamamlanmistir. Ardindan 6rnekler Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda LC-qTOF-

MS ile analiz edilmistir.

LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

Doku orneklerine benzer sekilde plazma 6rnekleri ile yapilan LC-qTOF-MS
temelli metabolomik analizlerin kromatografik ayirimini etkiledigi bilinen hareketli
faz akis hizi, kolon sicakligi ve hareketli fazdaki FA yiizdesi Design Expert programi
ile olusturulan 12 model ve 3 merkez nokta igeren Box-Behnken tasarimi (2 x 3 (3-1)
+ 3 =15) ile optimize edilmistir (Tablo 4.19.). Hareketli faz akis hiz1, kolon sicakligi
ve hareketli fazdaki FA yiizdesine ait seviye degerleri doku 6rnekleri i¢in olusturulan
tasarima (Bolim 3.12.1) benzer sekilde belirlenmistir. Tasarimdaki 15 deney igin
plazma havuzundan 200’er pL 6rnek onbes farkli santrifiij tiipline transfer edilmis ve

ornekler sirasiyla Bolim 3.8.1 ve Boliim 3.8.3’teki optimize edilmis kosullarda
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tiikketilip hazirlandiktan sonra Boliim 3.12.3’te belirtilen kosullarda LC-qTOF-MS ile

analiz edilmistir.

LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

Doku 6rneklerine benzer sekilde LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlerin
kromatografik ayirimim etkiledigi bilinen hareketli faz akis hizi, kolon sicaklig1 ve
hareketli fazdaki FA yiizdesi Design Expert programi ile olusturulan 12 model ve 3
merkez nokta iceren Box-Behnken tasarimi (2 x 3 (3-1) + 3 =15) ile optimize
edilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri doku Ornekleri i¢in olusturulan deneysel
tasarima (Bolim 3.12.1) benzer sekilde belirlenmistir. Tasarimdaki 15 deney igin
plazma havuzundan 200’er pL 6rnek onbes farkli santrifiij tiipiine transfer edilmis ve
ornekler sirasiyla Bolim 3.8.1. ve Boliim 3.8.3.’teki optimize edilmis kosullarda
tiikketilip hazirlandiktan sonra Boliim 3.12.3.’te belirtilen kosullarda LC-qTOF-MS ile

analiz edilmistir.
3.12.3. Enstriimental Analizler

Doku (B6liim 3.12.1.) plazma (Boliim 3.12.2.) 6rneklerinden metabolomik ve
lipidomik analiz basamaklarinin optimize edilmesine yonelik yapilan c¢alismalarda
deneysel tasarim planlarina gore hazirlanan her bir 6rnek asagida belirtilen kosullarda

analiz edilmistir.
GC-MS Temelli Metabolomik Analizler

Iki seviyeli kismi faktdriyel deneysel tasarim planlarina gore hazirlanan ve
tiirevlendirilen her bir doku ve plazma 6rnegi DB-5MS (30 m +10 m 6n kolon x 0,25
mm i¢ ¢ap ve 0,25 pm film kalinlig1) kolon kullanilarak GC-MS ile analiz edilmistir.
Enjeksiyonlar bolmesiz olarak gerceklestirilmis ve enjeksiyon hacmi 1 pL olarak
belirlenmistir. Analizler optimize edilmis GC-MS kosullarinda (Bkz. Tablo 3.1.)
gerceklestirilmistir.
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LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizler

Deneysel tasarim planlarina gore hazirlanan her bir doku ve plazma 6rneginin
(Boliim 3.12.1. ve Boliim 3.12.2.) LC-qTOF-MS ile metabolomik analizleri (A) %0,1
FA igeren su ve (B) %0,1 FA iceren asetonitril hareketli fazlari ile gradient eliisyonla
(Bkz. Tablo 3.2.) 0,3 mL/dak akis hizinda C18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolon
kullanilarak 25 dak gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 35 °C, enjeksiyon hacmi ise
10 puL olarak belirlenmistir. qTOF-MS ile hem negatif hem de pozitif iyonizasyon
modunda ¢alisilmistir (Bkz. Tablo 3.3.). Boliim 3.12.1. ve Boliim 3.12.2.’de doku ve
plazma Orneklerinden Box-Behnken tasarimi ile metabolomik analizlerin
kromatografik kosullariin optimizasyonuna yonelik gergeklestirilen analizlerde
kromatografik kosullar tasarim planindaki gibi ayarlanmig olup diger tiim analiz

sartlar1 yukaridaki gibi belirlenmistir.
LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizler

OVAT yaklasimima gore hazirlanan ve Boliim 3.12.1. ve Bolim 3.12.2.°de
ayrintilart sunulan her bir doku ve plazma 6rneginin LC-qTOF-MS ile lipidomik
analizi (A) %0,1 FA ve 10 mM AF igeren igeren su:asetonitril (6:4, v/v) ve (B) % 0,1
FA ve 10 mM AF igeren igeren IPA:asetonitril (9:1, v/v) hareketli fazlari ile gradient
eliisyonla (Tablo 3.4.) 0,3 mL/dak akis hizinda C18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um) kolon
kullanilarak 26 dak gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi 60 °C, enjeksiyon hacmi ise
10 puL olarak belirlenmistir. qTOF-MS ile hem negatif hem de pozitif iyonizasyon
modunda ¢alisilmistir (Bkz. Tablo 3.3.). Boliim 3.12.1. ve Boliim 3.12.2.’de doku ve
plazma orneklerinden Box-Behnken tasarimi ile lipidomik analizlerin kromatografik
kosullarinin optimizasyonuna yonelik gerceklestirilen analizlerde kromatografik
kosullar tasarim planindaki gibi ayarlanmis olup diger tiim analiz sartlar1 yukaridaki

gibi belirlenmistir.
3.12.4. Veri Analizi

Optimizasyon ¢alismalarinda deneysel tasarimlarin olusturulmasi i¢in Design
Expert programindan yararlanilmistir. Deneyler beklenmeyen varyasyon

kaynaklarinin riskini en aza indirmek i¢in deneysel tasarimlarda rastgele siralanmustir.
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Her bir optimizasyon ¢alismasi i¢in toplam pik alan1 (TPA) cevap degiskeni olarak
belirlenmistir. Deneysel tasarim planlarina bagli olarak gerceklestirilen GC-MS ve
LC-qTOF-MS temelli analizlerinden elde edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL
yazilimi (ver. 4.60) kullanilarak ayristirilmis, pik alikonma zamanlari diizeltilmis ve
veri matrisleri olusturulmustur. Olusturulan veri matrisleri Excel’e aktarilmis, veriler
kontrol edilerek her bir deneysel tasarim planina gére yapilan deneylere ait toplam pik
alani degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda elde edilen cevap degiskenleri
her bir deneysel tasarim i¢in Design-Expert yazilimina aktarilmistir.

Tam ve kesirli faktoriyel tasarimlarda modeli etkileyen istatistiksel olarak
anlamli faktorleri belirlemek i¢in Yar1 Normal ve Pareto grafiklerinden
yararlanilmistir. Hesaplanan cevap degiskenlerine bagli olarak her bir deneysel
tasarim i¢in Design-Expert programi tarafindan Onerilen modellerin gecerliligi
ANOVA testi ve uyum istatistikleri (R?, tahmini R?, diizeltilmis R?, yeterli hassasiyet)
ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak gecerli bulunan modeller artiklarin normal
grafigi ve analiz sirasina gore artiklarin grafigi gibi farkli tami araglar ile
degerlendirilerek veri setinin aykir1 bir deger igerip icermedigi belirlenmistir.
Tasarimda aykir1 deger olarak belirlenen 6rnekler icin tekrar analizleri yapilmis ve
hatalarin rastgele oldugu belirlendikten sonra bu ornekler deneysel tasarim planina
yeniden dahil edilmistir.

Hesaplanan cevap degiskenlerine matematiksel doniisim uygulanip
uygulanmayacagi Box-Cox grafigi ile kontrol edilmis ve yazilim tarafindan 6nerilmesi
halinde gerekli matematiksel doniisiim uygulanmistir.

Metabolitlerin tiilketme basamaklarina ait optimize kosullar isteklilik
fonksiyonu kriteri ile Design-Expert yazilimi tarafindan saglanan optimizasyon
modiilii ile belirlenmistir. GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme
basamagia, LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama
basamagma ve LC-qTOF-MS temelli metabolomik ve lipidomik analizlerin
kromatografik ayirim basamagina ait optimum kosullar tiim faktorlerin etkilerinin es
zamanli izlendigi model grafikleri ile belirlenmistir. Yazilim tarafindan optimum
kosullar1 belirlemek amaciyla 6nerilen modellere istatistiksel olarak anlamsiz bulunan
faktorler i¢in Onceki ¢alisma kosullarina ait rutin veya analiz siiresini kisaltmaya

yonelik degerler atanmistir. Doku ve plazma 6rneklerinden lipitlerin yiiksek verimde
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tiikketilmesine yonelik OVAT yaklasimi ile yapilan optimizasyon ¢alismasinda her bir
¢Oziiciiniin etkisi SIMCA yazilimi ile ¢ok degiskenli bir istatistiksel analiz yontemi

olan PLS-DA ile Biplot grafikleri ve gubuk grafikleri ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Doku Orneklerine ait Metabolomik ve Lipidomik Analiz Sonuclar

GBM, menenjiyom ve akcigerden beyne metastaz tanisi konan beyin tiimorli
hastalar ile kontrol grubundan alinan doku 6rneklerinin metabolomik ve lipidomik
analizleri icin analitik yontemler oncelikle optimize edilmis ve daha sonra 6rneklere
uygulanmistir. Optimizasyon g¢alismalar1 alt1 basamakta dort farkli deneysel tasarim
ile gerceklestirilmistir. Bunun i¢in; (i) metabolitlerin tilketme verimliligini etkileyen
polar (aseton, asetonitril, etanol, metanol ve su) ¢oziiciiler deneysel tasarim matrisinin
diizensiz olmas1 nedeniyle D-optimal karisim tasarim ile, (i1) lipitlerin metabolitlerle
es zamanl olarak deneysel tasarimlar ile tiikketilememesi nedeniyle lipitlerin tiilketme
verimliligi iizerinde farkli davramiglar gosteren apolar organik coziiciiler (hegzan,
kloroform, diklorometan ve MTBE) OVAT yaklagimi ile, (iii) GC-MS temelli
metabolomik analizlerin tiirevlendirme basamag: i¢in 8 faktoriin etkisi iki seviyeli
kismi faktoriyel tasarim ile, (iv) LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek
hazirlama basamagi icin 3 faktoriin etkisi iki seviyeli tam faktoriyel tasarim ile, (v)
LC-qTOF-MS temelli metabolomik ve (vi) lipidomik analizlerin kromatografik
kosullarii etkileyen 3 faktoriin etkisi ise Box-Behnken tasarim ile degerlendirilerek
faktorlere ait optimum kosullar belirlenmistir. Deneysel faktorler ve seviye degerleri
literatiir caligmasina bagli olarak belirlenmis ve cevap degiskeni olarak toplam pik
alan1 degerleri kullanilmistir. Deneysel tasarimlarda analiz sonuglari tizerinde anlamli
etkiye sahip olan faktorler istatistiksel analizlerle tespit edilmis, cevap degiskenine ait

aykir1 deger kontrolii yapilmis ve optimum kosullar belirlenmistir.
4.1.1. Metabolitlerin ve Lipitlerin Tiiketme Basamaginin Optimizasyonu

Literatiirde metabolomik analizlerde siklikla kullanilan 5 farkli ¢oziicii olan
aseton, asetonitril, etanol, metanol ve suyun doku Orneklerinden metabolitlerin
tiikketilmesine olan etkileri 25 deneyden olusan D-optimal karigimi tasarimi ile
degerlendirilmistir. Analizler hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS ile gerceklestirildigi
icin her iki cihazdan da elde edilen pik alanlar1 toplanmis ve ortak cevap degiskeni

olarak kullanilmistir. Sistematik hatay1 engellemek icin deneyler rastgele siralanarak
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analizler gergeklestirilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.1.’de

verilmistir.

Tablo 4.1. Doku o6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in D-optimal karigim
tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3  Faktor4  Faktor 5 Cevap

Deney
A:Metanol B:Asetonitril C:Aseton D:Etanol E:Su TPA
1 0 0 500 0 100 228131567
2" 0 200 200 0 200 229641240
3 0 0 0 600 0 251133947
4 200 200 0 0 200 244582323
5" 0 0 300 300 0 230911652
6 400 0 0 0 200 271234514
7 600 0 0 0 0 258305819
8" 0 0 0 600 0 246859062
9 300 0 0 300 0 255382115
10 0 600 0 0 0 208198232
11 300 300 0 0 0 234317178
12 0 400 0 0 200 224147952
13 0 300 0 300 0 231064656
14" 150 150 150 150 0 228163250
15 0 0 300 300 0 227051270
16" 0 300 0 300 0 233345462
17 0 600 0 0 0 201516810
18° 200 0 200 0 200 251435726
197 200 0 0 200 200 255702908
20 0 0 0 400 200 259122632
21% 0 0 500 0 100 232567824
22 300 0 300 0 0 238233008
23 0 0 400 0 200 235972346
24 0 300 300 0 0 204388402
25 0 0 600 0 0 211952669

*Uyum eksikligi noktasi, “Tekrar noktasi. TPA: Toplam pik alani
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Elde edilen cevaplara bagl olarak deneysel tasarim i¢in dogrusal bir model
onerilmistir. Onerilen modelin gegerlilizi ANOVA ve uyum istatistikleri ile

degerlendirilmistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Doku 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in olusturulan D-optimal
karisim tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplamm SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 7.350x 10" 4 1.838 x 10" 106.46/3.5x10°"
Artik 3.452x 10" 20 1.726 x 10"
Uyum Eksikligi 2.938x 10" 15 1.959 x 10" 1.91/0.2456
Saf Hata 5.135x 10" 5 1.027 x 10"
DKT 7.695 x 10" 24

Uyum Istatistikleri

SS 4.155 x 10° R? 0.9551
Ortalama 2.357x 108 Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9462/0.9317
% BSS 1.76 Yeterli Hassasiyet 32.9387

BSS: Bagil standart sapma, DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi.

Anova ve uyum istatistikleri sonuglarina gore model gegerli bulunmus ve
modele ait elde edilen cevaplarin aykir1 deger ve normallik varsayimi kontrolii tani

araclar ile saglanmistir (Sekil 4.1.).
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Residuals vs. Run
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Sekil 4.1. Doku ornekleri i¢in D-optimal karigim tasarimina ait aykir1 degerlerin
belirlenmesi ve normallik varsayimi kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi,

B) Analiz sirasina gore artiklarin grafigi.

Doku 6rneklerinden metabolitlerin yiiksek verimde tiiketilmesi i¢in isteklilik

fonksiyonuna dayali bir kriter kullanilmistir. En yiiksek isteklilik degerine sahip dneri

doku orneklerinden metabolitlerin tiiketilmesinde optimum ¢6ziicli karistmi olarak

belirlenmistir. Buna gore en yiiksek isteklilik degeri 0,917 olarak bulunmus ve elde

edilen rampa grafigi Sekil 4.2.’de verilmistir.

-
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A:Metanol = 400

600
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! L

600

0 600
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]
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I
201516810 271234514

TPA = 265480508

Sekil 4.2. Doku oOrneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in en yliksek isteklilik
degerine sahip optimum ¢oziicili karisimini gosteren rampa grafikleri. TPA,

toplam pik alani.

Farkli polaritelerde olan diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE

coziiciilerinin doku orneklerinden lipitlerin tiiketilmesine olan etkileri OVAT

yaklagimi ile degerlendirilmis ve ¢oziiciilerin verimlilikleri PLS-DA, Biplot ve her bir
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¢cOziiciiye ait toplam pik alani1 degerleri kullanilarak c¢izilen bar grafikleri ile

belirlenmistir (Sekil 4.3.).

A ®
Kloroform
“‘“"‘:;': Diklorometan g
Hegzan ¢
PLS-DA
80 50 0 2. o “ “ ’ o
C

%BSS=11.63
1x10°
9x10°8
< 310° %BSS=11.52
o

o %BSS=8.20 %BSS=6.61
6x10°®
4x10°%
2x10°
0

Sekil 4.3. Diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE ¢oziiciilerinin doku 6rneklerinden
lipitlerin tiiketilmesine olan etkilerinin incelenmesi. A) PLS-DA grafigi, B)
Biplot, C) Bar grafigi.

Diklorometan
MTBE
Kloroform:
Hegzan

4.1.2. GC-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Tiirevlendirme

Basamaginin Optimizasyonu

GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme basamagina etkisi
olabilecek kritik faktorler olarak belirlenen metanol-su hacim orani, tiiketme siiresi,
MeOX derisimi, hacmi, inkiibasyon sicakligi, siiresi ve MSTFA + %1 TMCS hacmi,
inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi bes merkez nokta igeren iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarim (284 + 5 =21 deney) ile degerlendirilmistir. Sistematik hatay1 engellemek igin
deneyler rastgele siralanarak analizler gergeklestirilmistir. Faktorlere ait seviye

degerleri ve cevaplar Tablo 4.3.’te verilmistir.
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Tablo 4.3. Doku 6rneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Faktor 8 Cevap
Deney A:Metanol  B:Tiketme C:MeOX D:MeOX ~ E:MeOX F:MeOX 'G:MSTFA H:MSTFA TPA
Hacmi Stiresi Derisimi Hacmi Ink.Sicakligt  Ink.Siiresi  Ink.Sicakligi  Ink. Siiresi
uL dak mg/mL uL °C dak °C dak
1 400 30 30 40 30 120 30 30 12058645
2 600 10 30 40 30 30 70 30 18462219
3 600 30 30 20 70 30 30 30 14286013
4 500" 20 20 30 50 75 50 75 21607426
5 500" 20 20 30 50 75 50 75 21293648
6 400 10 10 40 30 120 70 120 31846904
7 400 30 10 20 70 120 30 120 26974102
8 400 10 30 20 70 120 70 30 17528548
9 500" 20 20 30 50 75 50 75 20291115
10 600 10 10 20 70 30 70 120 28200624
11 600 10 30 20 30 120 30 120 23520921
12 400 10 30 40 70 30 30 120 23253830
13 500" 20 20 30 50 75 50 75 21894173
14 600 30 10 40 30 30 30 120 23110944
15 600 30 10 20 30 120 70 30 16603851
16 400 30 10 40 70 30 70 30 23357236
17 500" 20 20 30 50 75 50 75 21010523
18 400 10 10 20 30 30 30 30 20056982
19 600 30 30 40 70 120 70 120 29818651
20 400 30 30 20 30 30 70 120 27876092
21 600 10 10 40 70 120 30 30 15115786

* Merkez nokta, Ink: Inkiibasyon.



127

Iki seviyeli kismi faktdriyel tasarima ait model secimi ve istatistiksel olarak

" . N . ..
anlaml faktorler Sekil 4.4.te verilen Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile
belirlenmistir.
Half-Normal Plot Pareto Chart
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Sekil 4.4. Doku orneklerinden yapilan GC-MS temelli metabolomik analizlerin

tirevlendirme ve ornek hazirlama basamagini etkileyen istatistiksel olarak
onemli faktorler. A) Yari-Normal grafik. Mavi kare — negatif etki,
turuncu kare— pozitif etki, B) Faktorlerin cevap degiskeni {izerindeki
etkisini gosteren Pareto grafigi. Kirmiz1 yatay ¢izgi — Bonferroni limiti,
siyah yatay cizgi — t-degeri limiti.

Iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim igin 6nerilen modelin gergerliligi ANOVA

ve uyum istatistikleri ile dogrulanmis (Tablo 4.4.) ve modele ait elde edilen cevaplarin

aykir1 deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araclari ile saglanmistir (Sekil 4.5.).
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Tablo 4.4. Doku orneklerinin tiirevlendirilmesi icin iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA

Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 5208 x 10" 5 1.042 x 10™ 92.09/1 x 1071
A 1.196 x 10" 1 1.196 x 10" 10.57/0.0054
C 2.130x 10" 1 2.130x 10" 18.83/0.0006
G 7.796 x 10" 1 7.796 x 10" 68.92/5.4x 107
H 3.718x 10 1 3.718x 10 328.77/1.3x10™"
AC 3.774x 10" 1 3.774x 10" 33.37/3.7x 107
Artik 1.697 x 10" 15 1.131x 10"
Uyum Eksikligi 1.545x 10" 11 1.404 x 10" 3.70/0.1088
Saf Hata 1.517 x 10" 4 3.792 x 10"
DKT 5378 x 10" 20

Uyum Istatistikleri
SS 1.063 x 10° R? 0.9685
Ortalama 2.182x 107 Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9579/0.9312
% BSS 4.87 Yeterli Hassasiyet 34.1900

A: Metanol Hacmi, C: MeOX derisimi, G: MSTFA + %1TMCS inkiibasyon sicakligi, H: MSTFA +
%1TMCS inkiibasyon siiresi, AC: Metanol hacmi-MeOX derisimi ikili etkilesimi. BSS: Bagil standart
sapma DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma
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4.5. Doku Orneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel

tasarima ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi
kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi B) Analiz sirasina gore artiklarin

grafigi.
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Doku 6rneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme ve
ornek hazirlama basamagina ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi Sekil

4.6.’da sunulmustur.
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Sekil 4.6. Doku orneklerinden yapilan GC-MS temelli metabolomik analizlerin
tiirevlendirme ve 6rnek hazirlama basamagi i¢in optimize edilmis kosullar
gosteren model grafigi.

4.1.3. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Ornek Hazirlama

Basamaginin Optimizasyonu

Metanol-su hacim orani, tiikketme siiresi ve ugurulan Orneklerin yeniden
coziinmesinde kullanilan hareketli faz bilesimi (%ACN) LC-qTOF-MS temelli
metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagini etkileyebilecek kritik faktorler
olarak belirlenmis ve bu faktorlerin etkisi iki seviyeli tam faktdriyel tasarim ile (2° x 2
=16 deney) degerlendirilmistir. Sistematik hatay1 engellemek i¢in deneyler rastgele
siralanarak analizler gergeklestirilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevaplar

Tablo 4.5.’te verilmistir.
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Tablo 4.5. Doku oOrneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi icin iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap

Deney  A:Metanol Hacmi B:Tiiketme Siiresi  C:Asetonitril TPA

L dak %
1 400 10 100 304114321
2 600 10 100 297015569
3 400 30 100 294475242
4 400 10 50 230854160
5 600 30 50 219106927
6 400 10 100 299061355
7 400 30 100 289324613
8 600 30 100 298432392
9 400 30 50 230280453
10 400 10 50 231097845
11 400 30 50 228123952
12 600 30 100 291297032
13 600 10 100 296571618
14 600 10 50 225009456
15 600 30 50 227379312
16 600 10 50 223178653

Iki seviyeli tam faktdriyel tasarima ait model secimi ve istatistiksel olarak
anlamh faktorler Sekil 4.7.°de verilen Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile

belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
ornek hazirlama basamagini etkileyen istatistiksel olarak 6nemli faktorler.
A) Yari-Normal grafik. Mavi kare — negatif etki, turuncu kare— pozitif
etki, B) Faktorlerin cevap degiskeni lizerindeki etkisini gosteren Pareto
grafigi. Kirmiz1 yatay ¢izgi — Bonferroni limiti, siyah yatay ¢izgi — t-
degeri limiti.
Iki seviyeli tam faktdriyel tasarim igin 6nerilen modelin gergerliligi ANOVA
ve uyum istatistikleri ile dogrulanmis (Tablo 4.6.) ve modele ait elde edilen cevaplarin

aykir1 deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglari ile saglanmistir (Sekil 4.8.).

Tablo 4.6. Doku Orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamag icin iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait ANOVA ve uyum istatistiklerine ait sonuglar.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplamm  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 1.927 x 10" 1 1.927 x 10" 979.58/2.3x107"
C-%ACN 1.927 x 10" 1 1.927 x 10" 979.58/2.3x10"
Artik 2.754 x 10" 14 1.967 x 10"
Uyum Eksikligi 1.856 x 10" 6 3.093 x 10" 2.75/0.0932
Saf Hata 8.983 x 10" 8 1.123 x 10"
DKT 1.955x 10" 15

Uyum istatistikleri

SS 4.435x 10° R? 0.9859
Ortalama 2.616 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R* 0.9849/0.9816
% BSS 1.70 Yeterli Hassasiyet 44.2624

BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart
sapma
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A Normal Plot of Residuals B Residuals vs. Run
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Sekil 4. 8. Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
ornek hazirlama basamagi icin iki seviyeli tam faktoriyel tasarima ait aykiri
degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi kontrolii. A) Artiklarin

normal grafigi, B) Analiz sirasina gore artiklarin grafigi.

Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
ornek hazirlama basamagina ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi Sekil

4.9.’da sunulmustur.
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Sekil 4.9. Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
ornek hazirlama basamagi i¢in optimize edilmis kosullar1 gosteren model

grafigi.

4.14. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarimin Optimizasyonu

LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin kromatografik ayiriminda etkili

oldugu bilinen hareketli faz akis hizi, kolon sicaklig1 ve hareketli fazdaki FA ylizdesi
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Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmistir. Sistematik hatay1 engellemek icin
deneyler rastgele siralanarak analizler gerceklestirilmistir. Faktorlere ait seviye

degerleri ve cevaplar Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler igin
Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap
Deney A: FA B: Akis Hizi C: Kolon sicaklig
TPA
% mL/min °C
I 0.1 0.3 45 310817345
2 0.05 0.25 45 241270562
3" 0.1 0.3 45 300950754
4 0.15 0.35 45 176326671
5 0.05 0.3 60 170468563
6 0.1 0.25 30 391221284
7 0.1 0.35 30 340139840
8 0.15 0.3 30 291452175
9 0.05 0.35 45 161237773
10 0.1 0.25 60 302196964
11 0.1 0.35 60 195646846
127 0.1 0.3 45 315284084
13 0.05 0.3 30 246364323
14 0.15 0.3 60 171956996
15 0.15 0.25 45 242237924
" Merkez nokta.

Elde edilen cevaplara bagli olarak deneysel tasarim i¢in kuadratik bir model
onerilmistir ve Box-Behnken tasarimi i¢in onerilen modelin gergerliligi ANOVA ve
uyum istatistikleri ile dogrulanmistir (Tablo 4.8.). Deneysel tasarimdan kodlanmig
faktorler (yliksek seviyeler, +1; diisiik seviyeler, -1) i¢in elde edilen matematiksel
model 6rnek olarak EK-2’de sunulmustur. Boyle bir denklem faktorlerin katsayilarini

karsilagtirarak faktorlerin goreceli etkisini belirlemek icin kullanighidir. Modele ait



elde edilen cevaplarin aykiri deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglar ile

saglanmustir (Sekil 4.10.).

Tablo 4.8. Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler igin
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Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA

Kaynak Kareler Toplanm SD Kareler F/p-degeri

Ortalamasi
Model 7.070 x 10'® 9 7.856 x 10" 92.90/5x10
A 4.904 x 10" 1 4.904 x 10' 5.80/0.0610
B 1.152x 10'° 1 1.152x 10'° 136.2/8x107
C 2.300 x 10'° 1 2.300 x 10 271.9/2x107
AB 4.985x 101 1 4.985x 10" 0.59/0.4773
AC 4,752 x 10" 1 4,752 x 10* 5.62/0.0639
BC 7.692 x 101 1 7.692 x 101 9.10/0.0295
A? 3.367 x 10'° 1 3.367x 10'° 398.2/6x10°¢
B2 2.516x 10" 1 2.516x 10 2.98/0.1452
C? 1.578 x 10" 1 1.578 x 10" 1.87/0.2301
Artik 4228 x 101 5 8.456 x 1013
Uyum Eksikligi 3.152x 10" 3 1.051 x 10™ 1.95/0.3563
Saf Hata 1.076 x 10 2 5379x 1013
DKT 7.112x 10'® 14

Uyum Istatistikleri

SS 9.196 x 10° R? 0.9941
Ortalama 2.572x 108 Diizeltilmis/Tahmini R2  0.9834/0.9257
% BSS 3.58 Yeterli Hassasiyet 30.5045

A: Formik asit (%), B: Akis hizi, C: Kolon sicakligi. BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis
Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma
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Sekil 4.10. Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik
varsayimi kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi, B) Analiz sirasina gore

artiklarin grafigi.

Doku o6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin

kromatografik ayirim parametrelerine ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi

Sekil 4.11.’de sunulmustur.
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Sekil 4.11. Doku orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin kromatografik parametrelerine ait optimize edilmis kosullari
gosteren model grafigi.

4.1.5. LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarimin Optimizasyonu

LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizler i¢in de Boliim 4.1.4.’e benzer sekilde

hareketli faz akis hizi, kolon sicaklig1 ve hareketli fazdaki FA yiizdesi Box-Behnken

tasarimi ile optimize edilmis ve analizler sistematik hatay1 engellemek icin rastgele
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gerceklestirilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.9.°da

verilmistir.

Tablo 4.9. Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in Box-
Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap
Deney A:FA B:Akis Hiz1 C:Kolon Sicakligi
TPA
% mL/min °C
I 0.1 0.3 45 2315544562
2 0.05 0.25 45 2743457901
3" 0.1 0.3 45 2381025642
4 0.15 0.35 45 1710276744
5 0.05 0.3 60 3081762488
6 0.1 0.25 30 1942108531
7 0.1 0.35 30 1805950513
8 0.15 0.3 30 1965028561
9 0.05 0.35 45 2063700405
10 0.1 0.25 60 3149722678
11 0.1 0.35 60 2426948624
12° 0.1 0.3 45 2253055432
13 0.05 0.3 30 2123785288
14 0.15 0.3 60 2441190023
15 0.15 0.25 45 2046984564
" Merkez nokta.

Deneysel tasarim icin Onerilen kuadratik modelin gercerliligi ANOVA ve
uyum istatistikleri ile dogrulanmistir (Tablo 4.10.). Modele ait elde edilen cevaplarin

aykir1 deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglari ile saglanmustir (Sekil 4.12.).
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Tablo 4. 10. Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in

Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglart.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 2.519x 10" 9 2.799 x 10" 36.27/0.0005
A 4.275 x 10" 1 4275 x 10" 55.38/0.0007
B 4.396 x 10" 1 4.396 x 10" 56.96/0.0006
C 1.331x 10" 1 1.331x 10" 172.4/4.6x10°
AB 2.942 x 10'° 1 2,942 x 10'° 3.81/0.1083
AC 5.804 x 10'° 1 5.804 x 10'° 7.52/0.0407
BC 8.603 x 10" 1 8.603 x 10'° 11.15/0.0206
A? 9.922 x 10" 1 9.922 x 10" 1.29/0.3083
B2 5.641x 10'¢ 1 5.641x 10" 7.31/0.0426
C2 7.056 x 10 1 7.056 x 10'° 9.14/0.0293
Artik 3.859x 10" 5 7.718 x 10"
Uyum Eksikligi 3.040 x 10'° 3 1.013 x 10" 2.47/0.3008
Saf Hata 8.190 x 10" 2 4.095 x 10"
DKT 2.558 x 10" 14

Uyum istatistikleri

SS 8.785x 10’ R? 0.9849
Ortalama 2.297 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9578/0.8026
% BSS 3.83 Yeterli Hassasiyet 19.5325

A: Formik asit (%), B: Akis hizi, C: Kolon sicakligi. BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis
Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma
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Residuals vs. Run
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Sekil 4.12. Doku o6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik
varsayimi kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi, B) Analiz sirasina gore

artiklarin grafigi.

Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlerin kromatografik

ayirim parametrelerine ait optimum kosullar1 gdsteren model grafigi Sekil 4.13.’te

sunulmustur.
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Sekil 4.13. Doku 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlerin
kromatografik parametrelerine ait optimize edilmis kosullar1 gdsteren

model grafigi.

4.1.6. Doku Orneklerine ait Tammlanan Metabolitler, Lipitler ve

Istatistiksel Analiz Sonuglar

Hasta grubunu olusturan GBM (n=12), menenjiyom (n=12) ve akciger kanseri

beyin metastazi (n=12) tanis1 konulan beyin tiimorlii hastalar ile kontrol grubunu

olusturan ve parankimal rezeksiyon (n=36) yapilmas1 gereken bireylerden toplanan
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toplam 72 doku orneginden gercgeklestirilen metabolomik ve lipidomik analizler
sonucunda elde edilen ham verilerin islenmesinin ardindan tanimlanan metabolit ve

lipit sayilart Sekil 4.14.’te verilmistir.
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Tanimlanan Metabolit
= BSS %30 < ==
& —_— &, — 87
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X
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— T Tanimlanan Metabolit
o z
. N é x
MS-DIAL Metabolomiks, o -  POSRE &g MS1: 23 (+), 6 ()
LC-qTOF-MS &5 Filtreleme 2R MoMsIT 0
o -
72 Ornek
Tanimlanan Lipit
BSS %30 < ]
Y _ 5 MS1:4(+),2 ()

Filtreleme MS/MS: 246 (+) 66 (-)

1878 Pik (-)

18826 Pik (+)
3731 pik (+)
475 pik (-)

Sekil 4.14. Doku orneklerinden yapilan metabolomik ve lipidomik analizler
sonucunda elde edilen ham verilerin islenmesinin ardindan tanimlanan
metabolit ve lipit sayilart. MS1, m/z degerlerine gore; MS/MS,
parcalanma {irlinlerine gore; (+), pozitif iyonizasyon modunda; (-)
negatif iyonizasyon modunda tanimlanan metabolitler.

Metabolomik Analiz Sonuclari

Doku ornekleri ile gergeklestirilen GC-MS ve LC-qTOF-MS temelli
metabolomik analizlere ait elde edilen kromatogramlar Sekil 4.15.’te tanimlanan
metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuclar1 ise Tablo 4.11.’de verilmistir.
Toplamda 131 metabolit tanimlanmistir. Kontrol grubu ile GBM hastalar1 arasinda
GC-MS, LC-qTOF-MS pozitif, LC-qTOF-MS negatif iyonizasyon modunda
tanimlanan metabolitlerden sirasiyla 32, 20 ve 9 metabolit istatistiksel (p<0,05) olarak
anlamli bulunmustur. Kontrol grubu ile menenjiyom hastalar1 arasinda 39, 17 ve 7
metabolitin ve kontrol grubu ile akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin
timorli hastalar arasinda ise 30, 17 ve 7 metabolitin istatistiksel olarak anlamli

degisim gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Doku 6rneklerinden metabolomik analizlere ait 6rnek kromatogramlar. A)
GC-MS, B) LC-qTOF-MS pozitif ve negatif iyonizasyon.



Tablo 4.11. Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

LC-MS/MS (+) (3beta,22E)-26,27-Dinorergosta-5,22-dien-3-ol 1.077+£0.116 0912+0.104 | 0.439 | 1.030+0.127 | 0.829 | 0.828+£0.084 | 0.238
LC-MS (-) 11A-Acetoxyprogesterone 0.893 +£0.038 1.148+0.046 | 0.001 | 0.993+0.122 | 0.300 | 1.181+0.053 | 0.000
LC-MS (+) 12-0x0-10,15(Z)-Phytodienoic Acid 0.915+0.036 1.129+0.057 | 0.004 | 1.017+0.064 | 0.165 | 1.110+0.110 | 0.033
LC-MS/MS (-) 1-Acetoxy-2-hydroxy-16-heptadecyn-4-one 0.953+£0.017 1.096 £ 0.046 | 0.001 1.036 +£0.044 | 0.036 | 1.010+0.046 | 0.153
LC-MS (+) 1-Monostearin 1.024 £ 0.010 0.964+0.030 | 0.019 | 0.972+0.024 | 0.025 | 0.992+0.027 | 0.184
LC-MS (+) 2,3-dihydroxypropyl stearate 1.028 £0.017 0.912+0.077 | 0.033 1.035+0.081 0.892 | 0.970+0.055 | 0.183
GC-MS 2-hydroxybutyric acid 1.132 +£0.127 1.095+0.135 | 0.875 | 0.634+0.163 | 0.044 | 0.876+0.081 | 0.264
LC-MS/MS (-) 2-hydroxystearate 0.843 £0.100 1.191+0.224 | 0.115 | 1.247+0.334 | 0.124 | 1.032+0.163 | 0.347
LC-MS (+) 2-Myristoylglycerol 0.773 £0.034 1.154+0.053 | 0.000 | 1.107+0.066 | 0.000 | 1.419+0.121 | 0.000
LC-MS/MS (+) 3-Allyl-1-cyclohexene 1.015+0.017 0.928 £0.068 | 0.080 | 1.016+0.074 | 0.990 | 1.012+0.062 | 0.947
GC-MS 3-hydroxy-3-methylglutaric acid 0.784 +0.091 1.590 £0.266 | 0.001 | 0.589+0.092 | 0.246 | 1.469+0.531 | 0.049
GC-MS 3-phenyllactic acid 0.407 £ 0.020 1.098 £0.245 | 0.000 | 0.789+0.227 | 0.006 | 2.892+0.602 | 0.000
GC-MS 3-phosphoglyceraldehyde 0.861 £0.110 2.065+0.246 | 0.000 | 0.612+0.207 | 0.272 | 0.742+0.176 | 0.583
GC-MS 3-phosphoglyceric acid 0.958 £0.130 1.720+0.847 | 0.156 | 0.997+0.389 | 0.902 | 0.409+0.079 | 0.022
GC-MS 6-phosphogluconic acid 1.066 £ 0.142 0.749 £0.151 0.233 | 0.871+0.199 | 0.478 1.183 £0.242 | 0.679
GC-MS Adenosine 0.963 £ 0.060 1.260+0.118 | 0.022 | 0.669+0.201 | 0.063 | 1.181+0.120 | 0.089
GC-MS Alanine 0.693 £ 0.082 1.178£0.272 | 0.026 | 1.838+0.692 | 0.008 | 0.906+0.197 | 0.247
GC-MS Arabitol 0.990 +0.022 1.058+0.053 | 0.168 | 1.016+0.039 | 0.567 | 0.956+0.029 | 0.429
GC-MS Aspartic acid 0.998 £0.014 0.985+£0.023 | 0.635 | 1.008+0.025 | 0.734 | 1.014+0.018 | 0.552
GC-MS Behenic acid 1.014 £ 0.063 1.008 £0.085 | 0.959 | 0.936+0.046 | 0.491 1.012+0.099 | 0.982
GC-MS Beta-alanine 0.767 £ 0.087 0.696+0.155 | 0.688 | 2.050+1.007 | 0.034 | 0.954+0.152 | 0.288
LC-MS (+) Chenodeoxycholic acid 0.399 +0.049 1.294 £ 0.341 0.000 | 2.327+1.494 | 0.028 1.182+£0.509 | 0.012
LC-MS (+) Cholest-4,6-Dien-3-One 0.856 £0.029 1.128+0.036 | 0.000 | 1.131+0.039 | 0.000 | 1.172+0.074 | 0.000
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Tablo 4.11. (Devam) Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS Cholesterol 1.463 £0.270 0.536+£0.089 | 0.056 | 0.712+0.197 | 0.127 | 0.363+£0.064 | 0.024
LC-MS/MS (+) Cholic Acid 1.072 £ 0.032 0.927+£0.068 | 0.036 | 0.976+0.099 | 0.227 | 0.882+0.091 | 0.015
GC-MS Citraconic acid 0.619+£0.119 0.371+£0.043 | 0.242 | 2.729+2.051 | 0.079 | 1.043+£0.455 | 0.205
GC-MS Citric acid 1.197 £0.160 0.793+£0.190 | 0.183 1.106 £0.553 | 0.829 | 0.509+0.103 | 0.020
LC-MS (+) Corticosterone 1.041 £0.079 0.986+0.107 | 0.715 1.028 £0.078 | 0.931 0.865 £ 0.05 0.214
GC-MS Creatinine 1.657 +0.165 0.497+£0.103 | 0.000 | 0.255+0.103 | 0.000 | 0.276+0.061 | 0.000
GC-MS Cytidine 0.599 £ 0.068 0.544+0.140 | 0.700 | 2.937+1.011 | 0.000 | 0.720+0.139 | 0.399
GC-MS Dehydroascorbic acid 0.962 +£0.152 0.702+0.230 | 0.382 | 1.363+0.344 | 0.228 | 1.047+0.359 | 0.801
LC-MS/MS (+) DG(8:0/0:0/a-13:0) 0.885 +0.023 1.106 £0.041 | 0.000 | 1.092+0.035 | 0.000 | 1.147+0.075 | 0.000
GC-MS D-glucosaminic acid 1.286 +0.145 0.843+£0.175 | 0.110 | 0.492+0.170 | 0.005 | 0.808 £0.280 | 0.116
GC-MS D-glucose 0.376 £0.071 1.906 +£0.262 | 0.000 | 1.661+0.470 | 0.000 | 1.304+0.345 | 0.000
GC-MS Dihydroxyacetone phosphate 0.785+0.156 0.455+0.260 | 0.292 | 0.138+0.054 | 0.023 | 3.053+2.825 | 0.168
GC-MS DL-3-aminoisobutyric acid 0.369 +£0.041 0915+£0.264 | 0.002 | 3.479+1.233 | 0.000 | 0.498+£0.164 | 0.278
GC-MS DL-glyceraldehyde 1.002 +0.029 1.016+£0.100 | 0.857 | 0.917+0.073 | 0.197 | 1.061+0.043 | 0.307
GC-MS DL-glyceraldehyde 3-phosphate 0.961 £0.076 1.178 £0.301 0.320 | 0.818+0.124 | 0.347 1.123 £0.154 | 0.313
GC-MS DL-isoleucine 0.943 £ 0.060 1.138+0.194 | 0.204 | 0.926+0.233 | 0919 | 1.109+0.166 | 0.244
GC-MS D-malic acid 1.202 £ 0.090 0915+£0.078 | 0.084 | 0.720+0.197 | 0.015 | 0.758 £0.114 | 0.012
LC-MS/MS (-) Docosahexanoic acid 0.942 +£0.100 1.545+0.248 | 0.010 | 0.326+0.138 | 0.002 | 1.301+£0.229 | 0.104
LC-MS/MS (-) Docosapentaenoic acid (22n-6) 0.514 +0.065 1.850+0.402 | 0.000 | 0.803 +0.208 | 0.083 1.805+0.533 | 0.000
GC-MS D-Ribulose 5-phosphate 0.663 +0.103 2.459+0.634 | 0.000 | 0.629+0.231 | 0.880 | 0.924+0.220 | 0.236
GC-MS D-sorbitol 0.024 +0.002 2443 £0.541 | 0.000 | 1.837+0.663 | 0.000 | 1.649+0.599 | 0.000
GC-MS D-threitol 1.147+£0.114 0.770 £0.088 | 0.072 | 1.225+0.289 | 0.763 | 0.565+0.067 | 0.006
GC-MS Erythrose 4-phosphate 0.786 +0.133 1.634+£0.271 | 0.004 | 0.895+0.345 | 0.723 1.113+£0.360 | 0.296
GC-MS Estrone 1.136 £0.090 0.861 £0.159 | 0.136 | 0.708 £0.151 | 0.021 1.023 £0.165 | 0.541
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Tablo 4.11. (Devam) Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

LC-MS (-) Ethyl dodecanoate 0.798 £ 0.029 1.220+0.112 | 0.000 | 0.969+0.064 | 0.008 | 1.418 £0.211 | 0.000
GC-MS Fumaric acid 1.174 £ 0.090 1.141+0.114 | 0.843 | 0.516+0.078 | 0.000 | 0.821+£0.101 | 0.039
GC-MS Galactinol 0.789 £ 0.097 1.149+0.187 | 0.077 | 0.704+0.152 | 0.659 | 1.781+0.741 | 0.033
GC-MS Galacturonic acid 0.923 £ 0.025 1.200+0.193 | 0.022 | 1.056+0.042 | 0.010 | 0.973+£0.048 | 0.334
LC-MS (-) gamma-Linolenic acid 0.257 £ 0.033 1.951+0.355 | 0.000 0.85+0.346 0.006 | 2.426+0.728 | 0.000
GC-MS Glucoheptonic acid 1.271+£0.134 0.888+0.175 | 0.138 | 0.496+0.158 | 0.003 | 0.803+£0.253 | 0.094
GC-MS gluconic acid 0.370 £ 0.027 0.663 £0.075 | 0.000 | 3.565+0.835 | 0.000 | 0.661+0.162 | 0.007
GC-MS Glucosamine-1P 0.402 +0.033 1.896 £0.287 | 0.000 | 1.600+0.500 | 0.000 | 1.300+0.208 | 0.000
GC-MS Glucose 6-phosphate 0.643+£0.178 1.753+0.320 | 0.003 | 1.229+0.369 | 0.124 | 1.087+0.267 | 0.204
GC-MS Glutamic acid 1.023 £ 0.105 0.942+0.149 | 0.688 | 1.304+0.280 | 0.252 | 0.685+0.096 | 0.083
GC-MS Glyceric acid 0.910+0.077 0.794+0.089 | 0.420 | 1.899+0.565 | 0.006 | 0.576 +£0.075 | 0.021
GC-MS Glycerol 0.781+0.219 0.397+0.040 | 0.321 1.799£0.464 | 0.033 | 1.459+0.838 | 0.271
GC-MS Glycerol 1-phosphate 1.380+0.209 0.827+0.184 | 0.152 | 0.371+0.054 | 0.008 | 0.661+0.177 | 0.064
LC-MS (+) Glyceryl monostearate 0.997 +£0.010 1.038 £0.027 | 0.079 0.997 +0.02 0978 | 0.976 +0.027 | 0.371
GC-MS Glycine 0.723 £ 0.065 1.579+£0.331 | 0.000 | 1.075+0.312 | 0.100 | 1.176 £0.188 | 0.005
LC-MS (+) Glycochenodeoxycholic acid 0.362 +£0.027 2.970+0.701 | 0.000 | 0.503+0.091 | 0.051 1.44 +0.463 0.000
LC-MS (+) Guanine 1.037 £ 0.021 0917+0.076 | 0.041 | 0.996+0.064 | 0.437 | 0.976+0.069 | 0.261
GC-MS Heptadecanoic acid 0.974 +0.033 1.094 +£0.087 | 0.121 1.009 +£0.053 | 0.603 | 0.974+0.045 | 0.993
LC-MS (+) Heptadecanoyl ethanolamide 1.141+0.136 0.787+0.122 | 0.161 0.81+0.134 0.191 0.981+0.144 | 0.528
GC-MS Hydroxyphenyllactic acid 1.013+£0.179 0.939+0.254 | 0.830 | 0.819+0.247 | 0.571 1.202+0.359 | 0.614
LC-MS (-) Hydroxyprogesterone 0.192+£0.019 2.058+£0.411 | 0.000 | 0.990+0.496 | 0.007 | 2.376+0.410 | 0.000
GC-MS Hypotaurine 0.171 £0.035 2255+£0.776 | 0.000 | 2.447+1.509 | 0.011 | 0.786+0.132 | 0.000
GC-MS Inosine 0.806 £ 0.666 0.045+£0.016 | 0.515 | 2.575+2.358 | 0.322 | 0.961 £0.523 | 0.898
GC-MS Isoleucine 0.962 +0.062 1.121+£0.190 | 0.304 | 0.801+0.205 | 0317 | 1.192+0.172 | 0.123
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Tablo 4.11. (Devam) Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS Isomaltose 0.408 +0.042 1.726 £0.347 | 0.000 | 1.207+0.422 | 0.002 | 1.843+0.521 | 0.000
GC-MS L-(+) lactic acid 0.968 £0.117 0.734+£0.172 | 0.306 | 1.140+0.327 | 0.536 | 1.222+0.256 | 0.315
GC-MS L-alanine 0.590 £ 0.093 0.935+0.277 | 0.133 | 2.512+1.373 | 0.019 | 0.785+0.226 | 0.351
GC-MS L-ascorbic acid 0.266 +0.042 0.962+0.599 | 0.051 | 3.441+1.641 | 0.001 | 0.799+0.479 | 0.063
LC-MS (+) Lauroylcarnitine 0.103 +0.028 2.85+1.201 0.000 | 0.793+£0.203 | 0.000 | 2.047+1.056 | 0.002
LC-MS/MS (+) L-Cystathionine 0.862 +0.035 1.161+£0.272 | 0.077 | 0.891+0.066 | 0.692 | 1.361+0.373 | 0.028
GC-MS L-homoserine 0.682+0.078 1.444£0.341 | 0.002 | 1.448+0.552 | 0.029 1.062 +0.25 0.058
LC-MS (-) Linoleic acid 0.495 £ 0.054 1.376 £0.219 | 0.000 | 0.985+0.233 | 0.004 | 2.156+0.606 | 0.000
LC-MS (+) Lithocholic Acid 1.024 +0.018 0.946+0.048 | 0.067 | 1.002+0.047 | 0.597 | 0.981+0.054 | 0.341
GC-MS L-leucine 0.944 £ 0.060 1.135+0.196 | 0.216 | 0.925+0.234 | 0.913 1.109 £ 0.167 | 0.245
GC-MS L-methionine 0.995 +0.059 1.082+0.097 | 0459 | 0.911+0.118 | 0.499 | 1.023+0.113 | 0.817
GC-MS L-proline 0.548 £ 0.043 1.58 +£0.276 0.000 | 1.198+0.293 | 0.001 1.578 £0.365 | 0.000
GC-MS L-pyroglutamic acid 0.979 £0.078 1.033+0.128 | 0.730 | 1.300+0.299 | 0.145 | 0.730+£0.096 | 0.093
GC-MS L-serine 0.873 £0.175 0.841£0.265 | 0.925 1.861+1.163 | 0.179 | 0.681+0.335 | 0.596
GC-MS L-threonine 0.679 +0.137 0.905+0.289 | 0.438 | 2.207+1.299 | 0.054 | 0.851+0.355 | 0.584
GC-MS L-tryptophan 0.802 £0.101 1.093 +£0.250 | 0.205 1.204+0.773 | 0398 | 1.296+0.242 | 0.032
GC-MS L-tyrosine 0.796 + 0.106 1.067+0.175 | 0.204 | 1.366+0.611 | 0.152 | 1.178+£0.198 | 0.085
GC-MS L-valine 0.813+0.103 1.204+0.297 | 0.118 | 1.060+0.380 | 0.382 | 1.296+0.342 | 0.073
GC-MS Lysine 0.360 £ 0.094 0.665+0.244 | 0.161 3.259+2.681 | 0.063 | 0.995+£0.317 | 0.012
LC-MS/MS (+) LysoPC(16:0/0:0) 0.447 £0.024 1.730+£0.265 | 0.000 | 0.897+0.262 | 0.005 | 2.031+0.447 | 0.000
LC-MS (+) LysoPC(18:1) 0.478 £0.022 1.485+0.265 | 0.000 | 1.106+0.221 | 0.000 | 1.974+0.389 | 0.000
LC-MS (+) LysoPC(18:2) 1.646 +0.449 0.292+0.048 | 0.091 | 0.444+0.091 | 0.132 | 0.326+0.053 | 0.099
GC-MS Malonic acid 0.816 £0.256 1.327+0.515 | 0342 | 0.835+0.471 | 0970 | 1.390+0.541 | 0.294
GC-MS Maltose 0.391 £0.099 1.990 £0.365 | 0.000 | 0.948+0.296 | 0.025 | 1.888+£0.560 | 0.000
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Tablo 4.11. (Devam) Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS Maltotriose 0.624 +£0.057 1.916+0.974 | 0.025 | 0.739+0.078 | 0.294 | 1.474+0.421 | 0.002
LC-MS (+) MG(0:0/16:0/0:0) 0.858 £0.032 1.147+0.040 | 0.000 | 1.048+0.047 | 0.004 | 1.232+0.076 | 0.000
LC-MS/MS (+) MG(0:0/20:3(5Z,82,11Z)/0:0) 0.970 £0.015 1.075+0.027 | 0.001 1.016 £0.043 | 0.197 | 0.998 £0.038 | 0.402
LC-MS (+) MG(18:2(9Z,127)/0:0/0:0) 0.992+£0.011 1.004 +£0.019 | 0.569 | 1.053+0.028 | 0.018 | 0.969+0.023 | 0.329
LC-MS/MS (+) MG(18:3(62,92,127)/0:0/0:0) 0.946 £0.012 1.115+0.033 | 0.000 | 1.052+0.035 | 0.001 | 0.996+0.047 | 0.140
GC-MS Myo-inositol 1.533+0.115 0.529+0.075 | 0.000 | 0.406+0.104 | 0.000 | 0.464+0.145 | 0.000
GC-MS Mpyristic acid 0.974 £ 0.028 1.076 £0.083 | 0.135 | 0.986+0.054 | 0.837 | 1.017+0.038 | 0.417
GC-MS N-acetyl-D-glucosamine 0.980 +0.043 1.087 £0.084 | 0.241 1.011+£0.060 | 0.712 | 0.961+0.063 | 0.814
GC-MS N-acetyl-l-aspartic acid 1.871 £0.235 0.162+0.032 | 0.000 | 0.031+0.003 | 0.000 | 0.195+0.070 | 0.000
GC-MS N-acetyl-l-glutamic acid 1.446 £0.212 0.635+0.079 | 0.035 | 0.493+0.095 | 0.014 | 0.535+0.087 | 0.018
GC-MS Nicotinamide 0.934 +£0.089 0.987+0.157 | 0.772 | 1.583+0.750 | 0.157 | 0.627+0.144 | 0.086
GC-MS O-phosphoethanolamine 0.790 = 0.103 1.809 £0.560 | 0.007 | 0.565+0.205 | 0.295 1.255 £ 0.401 0.114
GC-MS Oxalic acid 0.655+0.064 1.967+0.543 | 0.000 | 1.226+0.419 | 0.034 | 0.842+0.220 | 0.271
LC-MS/MS (+) PA(20:0/19:0) 1.007 £ 0.027 0.993+£0.054 | 0.800 | 0.991+0.052 | 0.780 | 0.995+0.052 | 0.834
GC-MS Palmitoleic acid 0.763 £ 0.045 1.284+0.160 | 0.000 | 1.034+0.175 | 0.037 | 1.392+0.357 | 0.006
LC-MS/MS (+) Palmitoylcarnitine 0.067 £0.011 3.458+1.039 | 0.000 | 0.709+0.156 | 0.000 | 1.633+0.438 | 0.000
GC-MS Pantothenic acid 1.188 £0.150 0.894+£0.096 | 0.278 | 0.824+0.294 | 0.247 | 0.716 £0.145 | 0.093
LC-MS (-) Pentadecanoic acid 0.871 £0.037 1.150+£0.100 | 0.002 | 1.052+0.077 | 0.026 | 1.185+0.120 | 0.002
LC-MS (+) Pentanamide 0.927£0.019 0.974+0.025 | 0.199 | 1.235+0.218 | 0.020 | 1.011+0.044 | 0.048
LC-MS (+) Phenylacetylglutamine 0.676 £ 0.091 1.422+0.299 | 0.002 | 1.118+0.654 | 0.277 | 1.432+0.587 | 0.046
GC-MS Phenylalanine 1.058 +0.085 1.047+0.145 | 0944 | 0.732+0.196 | 0.084 | 1.046+0.156 | 0.943
LC-MS (+) Phosphocholine 0.406 + 0.030 1.515+0.320 | 0.000 | 1.080+0.293 | 0.000 | 2.187+0.601 | 0.000
GC-MS Phosphoric acid 1.086 + 0.052 0.896+0.088 | 0.072 | 0.975+0.181 | 0.421 | 0.872+0.109 | 0.057
GC-MS Pyruvic acid 1.052 +0.027 0.936+0.086 | 0.093 | 0.943+0.093 | 0.128 | 0.965+0.094 | 0.224
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Tablo 4.11. (Devam) Doku 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS Ribitol 0.692 +0.053 0.801+0.076 | 0.289 | 1.896+0.497 | 0.000 | 1.229+0.222 | 0.001
GC-MS Ribose 0.587 £ 0.042 1.119+0.111 | 0.000 | 2.442+1.198 | 0.009 | 0.679+0.091 | 0.310
GC-MS Serine 0.864 +0.057 1.303+0.222 | 0.009 | 1.246+0.230 | 0.024 | 0.858 £0.120 | 0.956
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/14:1(9Z)(OH)) 1.013+£0.011 0.993+0.015 | 0.337 | 0.994+0.020 | 0.371 | 0.974+0.015 | 0.061
GC-MS Succinic acid 0.743 £0.058 0.950+0.210 | 0.191 1.667 +£0.402 | 0.001 1.153+0.313 | 0.050
GC-MS Sucrose 0.799 £ 0.084 1.474+0.600 | 0.074 | 1.030+0.208 | 0.224 | 1.100+0.229 | 0.130
LC-MS (+) Taurocholic acid 0.961 £0.014 0.982+0.049 | 0.572 | 1.068 £0.021 | 0.000 | 1.068+0.031 | 0.001
GC-MS Threonine 0.831+£0.070 1.337+0.158 | 0.002 | 1.218+0.226 | 0.033 | 0.953+0.126 | 0.390
GC-MS Trans-4-hydroxy-1-proline 0.538 £0.050 1.087+0.139 | 0.000 | 2.471+0.520 | 0.000 | 0.828 £0.159 | 0.025
GC-MS Trehalose 1.028 £ 0.062 1.137+0.111 | 0.385 1.018£0.119 | 0937 | 0.762+0.093 | 0.032
LC-MS (+) Tricosanoic acid 0.985+0.013 1.012+0.017 | 0.257 | 1.045+0.031 | 0.036 | 0.987+£0.018 | 0.930
LC-MS (+) Tryptamine 1.121 £ 0.062 0.841+0.031 | 0.013 | 0.891+0.032 | 0.041 | 0.904+£0.036 | 0.054

SH: Standart hata. p<0,05 (koyu) kontrol grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli metabolitler.
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Lipidomik Analiz Sonuclar:

Doku 6rnekleri ile pozitif ve negatif iyonizasyon modunda gergeklestirilen LC-
qTOF-MS temelli lipidomik analizlere ait elde edilen kromatogramlar Sekil 4.16.’da
verilmistir. Pozitif ve negatif iyonizasyon modunda toplamda 318 lipit tanimlanmustir.
Tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.12.’de verilmistir.
Kontrol grubu ile GBM hastalar1 arasinda LC-qTOF-MS pozitif ve LC-qTOF-MS
negatif iyonizasyon modunda tanimlanan lipitlerden sirasiyla 163 ve 54 lipit, kontrol
grubu ile menenjiyom hastalar1 arasinda 169 ve 56 metabolit ve kontrol grubu ile
akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin tiimorlii hastalar arasinda 162 ve

49 lipit istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur.
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Sekil 4.16. Doku orneklerinden LC-qTOF-MS (pozitif ve negatif iyonizasyon) ile
yapilan lipidomik analizlere ait 6rnek kromatogramlar.
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH |Ortalama+SH| p (Ortalama+=SH| p |Ortalama=SH| p

LC-MS/MS (+) (4E,8E,9Me-d19:2)sphingosine 0.938 +£0.094 | 0.800+0.200 |0.490| 0.779 +0.356 |0.542| 1.607 +0.473 |0.038
LC-MS/MS (+) (9Z,12Z)-octadecadien-1-ol 1.000 £ 0.046 | 1.025+0.029 [0.758| 0.886 +0.036 |0.173| 1.089 +0.031 |0.285
LC-MS/MS (+) 11,12-DiHETtE 1.048 £0.030 | 1.000+0.025 [0.372| 0.878 £0.043 |0.005| 0.979 +0.035 |0.215
LC-MS/MS (+) 16:3 Cholesteryl ester 0.600 +0.038 | 1.347+0.160 |0.000| 1.027 +0.208 [0.003| 1.825+0.284 {0.000
LC-MS/MS (+) 18-oxo0-nonadecanoic acid 0.981+0.059 | 1.227+0.079 [0.033| 0.877+0.05 |0.332| 0.952+0.062 [0.792
LC-MS/MS (+) 20-oxo-heneicosanoic acid 1.012£0.012 | 0.990+0.011 |0.336| 0.964+£0.017 |0.050| 1.009+0.017 |0.881
LC-MS/MS (+) 22-oxo-tricosanoic acid 1.039+0.044 | 1.005+0.028 |0.664| 0.861 +0.034 [0.029| 1.016+0.028 |0.772
LC-MS/MS (+) 27-Norcholestanehexol 1.029 £0.047 | 1.003 +0.029 [0.755| 0.893 +£0.035 |0.117| 1.017 +0.039 |0.894
LC-MS/MS (+) 2-Arachidonyl Glycerol ether 0.665+0.042 | 1.378+0.222 (0.000| 1.435+0.38 |0.001| 1.19+0.221 |0.001
LC-MS/MS (+) 2-Arachidonylglycerol 1.004 £0.034 | 1.041+0.030 [0.546| 0.949 +0.025 [0.369| 0.997 £ 0.061 |0.917
LC-MS/MS (+) 3-Dehydrosphinganine 0.833+£0.05 | 0.943+0.164 |0.392| 1.078 £0.258 |0.156| 1.481+0.426 [0.015
LC-MS/MS (+) 3Z,6Z,9Z-Octadecatriene 1.009 +0.013 | 0.998 £0.015 |0.651| 0.963 +£0.021 |0.074| 1.013 +0.022 {0.871
LC-MS/MS (+) 5-Ethyl-7-methyl-3E,5E,7E-undecatriene 1.013+£0.017 | 1.003+0.019 [0.769| 0.932+0.024 [0.019| 1.026+0.016 |0.682
LC-MS/MS (+) Allopregnanolone 1.248+£0.097 | 0.613+0.163 (0.002 0.743 +0.275 |0.033| 0.898 +0.224 |0.105
LC-MS/MS (+) Alpha-Linolenoyl ethanolamide 1.132+£0.042 | 0.880+0.033 {0.002 0.757 +0.017 {0.000| 0.966 + 0.051 |0.041
LC-MS/MS (+) Anandamide (20:3, n-3) 0.839+0.055 | 1.267+0.291 [0.029| 0.777 £0.292 |0.748| 1.440+0.397 [0.017
LC-MS/MS (-) Arachidic acid 0.940 +0.039 | 1.050+0.060 |0.157| 0.84+0.035 |0.165| 1.290+0.224 {0.019
LC-MS/MS (+) Arachidonic acid 0.819+0.046 | 0.861 £0.155 |0.728| 1.213 +£0.293 |0.038| 1.469 +0.472 |0.024
LC-MS/MS (+) CE (18:0) 0.256 +0.051 | 3.466+0.603 |0.000| 0.29+0.115 |0.758| 1.478 +0.292 {0.000
LC-MS/MS (+) CE (18:2) 0.664+0.073 | 1.625+0.176 |0.000| 0.927+0.179 |0.112| 1.456+0.197 |0.000
LC-MS/MS (+) CE (20:3) 0.097+0.013 | 3.198 £0.526 |0.000| 0.753 +0.303 |0.000| 1.758 +0.418 |0.000
LC-MS/MS (+) CE (22:3) 0.060+0.014 | 3.874+0.589 |0.000| 0.714 +0.357 |0.002| 1.232+0.331 {0.000
LC-MS/MS (+) CE(12:0) 0.857+0.046 | 1.195+0.033 [0.000| 1.069 +0.039 |0.014| 1.164 +0.043 [0.001
LC-MS/MS (+) CE(14:0) 0.929+0.029 | 1.108 +£0.024 (0.001| 1.015+0.031 |0.111| 1.089 +0.026 [0.004
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+ SH| p |Ortalama=SH| p |[Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) CE(14:1(92)) 0.860+£0.063 | 0.726 £0.069 | 0.258 | 1.45+0.229 | 0.001 | 1.243+0.160 |0.010
LC-MS/MS (-) CE(15:0) 1.123 £ 0.060 | 0.840+0.078 | 0.016 | 0.83+0.075 |0.012 | 0.961 £0.059 |0.147
LC-MS/MS (+) CE(16:0) 0.974+0.018 | 1.032+0.014 | 0.073 | 0.985+0.018 | 0.732 | 1.062+0.017 |0.009
LC-MS/MS (+) CE(16:1(92)) 0.351+£0.035 | 2.380+0.384 | 0.000 | 0.996+0.354 | 0.003 | 1.570+0.352 |0.000
LC-MS (+) CE(16:2) 0.505+0.051 | 0.869+0.134 | 0.003 | 1.55+£0.302 | 0.000 | 2.066+0.323 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(18:0) 1.021 £0.034 | 1.031+0.020 | 0.867 | 0.873+£0.032 | 0.019 | 1.032+0.022 |0.860
LC-MS/MS (+) CE(18:1(92)) 0.338+0.051 | 2.289+0.145 | 0.000 | 0.918 +0.247 | 0.001 | 1.779 +0.265 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(18:3(92,12Z,15Z)) 0.458 £0.046 | 1.880+0.272 | 0.000 | 1.024+0.296 | 0.004 | 1.721+0.315 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(19:0) 0.954+0.017 | 1.129+0.036 | 0.000 | 0.943+0.019 | 0.745| 1.067 +0.029 |0.002
LC-MS/MS (+) CE(20:0) 0.970+0.026 | 1.093+0.028 | 0.012 | 0.914+0.026 | 0.244 | 1.084 +0.033 |0.023
LC-MS/MS (+) CE(20:1(112)) 0.164 +£0.056 | 2.827+0.300 | 0.000 | 0.599+0.248 | 0.014 | 2.083 +0.546 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(20:3(82,11Z,14Z)) 1.008 +£0.028 | 1.033+£0.019 | 0.617 | 0.925+0.031 [0.112| 1.017+0.018 |0.865
LC-MS/MS (+) CE(20:4(5Z,8Z,11Z,14Z7)) 0.365+0.026 | 1.916£0.270 | 0.000 | 1.175+0.433 | 0.002 | 1.813 +0.234 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(20:5(5Z,82,11Z,142,17Z) 0.237+0.020 | 2.040+0.363 | 0.000 | 0.785+0.282 | 0.002 | 2.464 +0.651 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(22:0) 0.998 £0.020 | 1.028+0.042 | 0.482 | 0.912+0.034 | 0.036 | 1.067 +0.055 |0.151
LC-MS/MS (+) CE(22:1(132)) 1.248 +0.178 | 0.629+0.141 | 0.060 | 0.232+0.067 | 0.002 | 1.397 +0.538 |0.733
LC-MS/MS (+) CE(22:2(13Z,167)) 0.083+£0.021 | 3.324+0.624 | 0.000 | 0.651 £0.266 | 0.001 | 1.778 +0.451 |0.000
LC-MS/MS (+) CE(22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 0.260+0.019 | 2.821+0.492 | 0.000 | 0.442+0.13 | 0.029 | 1.957+0.810 |0.001
LC-MS/MS (+) Cer(d14:1(4E)/20:0(20H)) 0913 +0.065 | 1.430+0.217 | 0.003 | 0.259+0.051 | 0.000 | 1.573 +0.299 |0.002
LC-MS/MS (-) Cer(d14:2(4E,6E)/20:0) 0.805+0.062 | 1.457+0.233 | 0.000 | 0.241 +0.048 | 0.000 | 1.887 +0.434 |0.000
LC-MS/MS (-) Cer(d15:1/22:0) 1.807 +0.178 | 0.279+0.066 | 0.000 | 0.029+0.01 | 0.000 | 0.272 +0.057 |0.000
LC-MS/MS (-) Cer(d16:1/23:0) 1.382+0.098 | 0.750£0.159 | 0.002 | 0.234+0.032 | 0.000 | 0.871+0.109 |0.007
LC-MS/MS (+) Cer(d16:2(4E,6E)/22:0) 1.764 +0.148 | 0.361+0.088 | 0.000 | 0.057 +0.032 | 0.000 | 0.290 +0.091 |0.000
LC-MS/MS (+) Cer(d16:2(4E,6E)/22:1(13Z)(20H)) 1.360+0.042 | 1.098£0.105 | 0.008 | 0.163+0.03 | 0.000 | 0.658+0.081 |0.000
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) Cer(d18:0/16:0) 0.388+0.030 | 1.287+0.254 |0.000 | 0.739+0.1 |0.000| 2.810+0.949 (0.000
LC-MS/MS (+) Cer(d18:0/24:0) 0.430+0.020 | 1.489+0.414 |0.000 | 1.159+0.136 | 0.000 | 2.063 +0.882 [0.002
LC-MS/MS (+) Cer(d18:1/18:1(92)) 1.728 £0.111 | 0.563+0.109 | 0.000 | 0.024 +0.01 | 0.000 | 0.230+0.084 (0.000
LC-MS (+) CerP 12:2;20/22:6 0.917+0.029 | 1.018+0.068 | 0.118 | 1.171£0.062 | 0.000 | 1.060 +0.060 |0.022
LC-MS/MS (+) cholest-5-en-3beta-yl(11Z,14Z-cicosadienoate) 0.093£0.024 | 3.086+0.412 | 0.000 | 0.641+0.246 | 0.000 | 1.993 +0.414 |0.000
LC-MS/MS (+) Cholesta-4,6-dien-3-one 0.820+£0.009 | 1.133+£0.161 | 0.001 | 0.904+0.019 | 0.000 | 1.504 +0.606 |0.052
LC-MS/MS (+) DG 30:0DG 14:0_16:0 1.036 +£0.028 | 0.948+0.030 | 0.089 | 0.88+0.031 |0.004 | 1.063+0.042 |0.622
LC-MS/MS (+) DG 32:1|DG 16:0_16:1 0.635+0.052 | 0.745+0.081 | 0.280 | 1.096+0.176 | 0.001 | 2.255+0.317 (0.000
LC-MS/MS (+) DG 34:2|DG 16:0_18:2 0.579+0.058 | 0.981+0.129 | 0.002 | 1.325+0.232 | 0.000 | 1.956+0.176 |0.000
LC-MS/MS (+) DG 35:0DG 17:0_18:0 0.936+£0.039 | 1.076+0.030 | 0.052 | 0.972+0.04 |0.619| 1.142+0.048 [0.007
LC-MS/MS (+) DG 38:4/DG 18:0_20:4 1.053+£0.086 | 0.751+0.108 | 0.069 | 1.334+0.214 | 0.153 | 0.756+0.104 (0.072
LC-MS/MS (+) DG 40:4|DG 18:0_22:4 1.209+0.078 | 0.865+0.192 | 0.053 | 0.657+0.102 | 0.000 | 0.850+0.111 [0.020
LC-MS/MS (+) DG 40:5DG 18:0_22:5 1.117+£0.082 | 0.702+0.118 | 0.011 | 1.127+0.521 | 0.977 | 0.819+0.147 (0.077
LC-MS/MS (+) DG 41:0DG 16:0_25:0 1.012+0.022 | 1.012+£0.040 | 0.998 | 0.939+0.017 | 0.070 | 1.013+0.036 |0.988
LC-MS (+) DG 0-8:0_15:0 1.049+0.023 | 1.041+£0.073 | 0.896 | 0.928 £0.046 | 0.016 | 0.885+0.050 |0.002
LC-MS/MS (+) DG(15:0/20:1(11Z)/0:0) 0.842+0.072 | 0.872+0.125 | 0.833 | 0.839+0.108 | 0.986 | 1.763 +0.389 |0.001
LC-MS/MS (+) DG(16:0/20:1(11Z)/0:0) 0.925+0.100 | 0.544 +0.066 | 0.039 | 1.429+0.236 | 0.027 | 1.252+0.243 |0.148
LC-MS/MS (+) DG(16:0/20:4(5Z,8Z,11Z,147)/0:0) 0.925+0.075 | 0.724+£0.103 | 0.166 | 1.419+0.221 | 0.009 | 1.083+0.161 |0.325
LC-MS/MS (+) DG(16:0/22:5(7Z2,102,13Z,16Z,19Z7)/0:0) 1.277+0.115 | 0.584+0.062 | 0.001 | 0.845+0.135 | 0.051 | 0.741+£0.104 |0.014
LC-MS/MS (+) DG(18:1(9Z)/18:2(9Z,127)/0:0) 0.916+0.022 | 1.105+0.017 | 0.000 | 1.086=+0.017 | 0.000 | 1.061+0.024 |0.001
LC-MS/MS (+) DG(18:1(92)/22:6(42,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/0:0) 0.817+0.049 | 1.080+0.079 | 0.009 | 1.496+0.095 | 0.000 | 0.973 +0.060 [0.099
LC-MS/MS (+) DG(18:3(6Z,9Z,127)/16:0/0:0) 0.764 +£0.049 | 1.290+0.032 | 0.000 | 1.251 +0.028 | 0.000 | 1.166+0.062 [0.000
LC-MS/MS (+) DG(22:0/22:2(13Z,16Z)/0:0) 1.399+0.250 | 0.308 +£0.081 | 0.017 | 0.055+0.009 | 0.004 | 1.440+0.733 [0.946
LC-MS/MS (+) DG(8:0/0:0/i-13:0) 1.025+£0.052 | 0.989+0.035 | 0.706 | 0.898 +0.04 | 0.184 | 1.038+0.047 |0.886
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) DG(P-14:0/18:1(92)) 0.550+0.015 | 1.758 +£0.261 | 0.000 | 0.647 +0.036 | 0.005 | 1.945+0.425 (0.000
LC-MS/MS (+) Docosapentaenoic acid 0.753£0.069 | 1.370+0.337 | 0.009 | 0.926+0.293 | 0.403 | 1.445+0.580 |0.054
LC-MS/MS (+) Eicosapentaenoic acid 0.548 £0.055 | 1.484+0.336 | 0.000 | 1.269+0.365 | 0.003 | 1.603 +0.330 (0.000
LC-MS/MS (-) Galabiosylceramide (d18:1/18:0) 1.860+£0.313 | 0.132+0.034 | 0.003 0.003+0 0.001 | 0.285+0.133 |0.006
LC-MS/MS (+) Galabiosylceramide (d18:1/24:1(15Z)) 1.087+0.086 | 0.837+0.176 | 0.168 | 0.256+0.055 | 0.000 | 1.645+0.881 |0.289
LC-MS/MS (+) Linoleoyl ethanolamide 0.450+0.028 | 1.803+0.409 | 0.000 | 0.999+0.266 | 0.001 | 1.847+0.673 |0.001
LC-MS/MS (+) LysoPA(18:0e/0:0) 1.006 +£0.011 | 1.003+0.010 | 0.886 | 0.979+0.019 | 0.213 | 1.001 +0.028 |0.827
LC-MS/MS (+) LysoPC(15:0) 0.980+0.064 | 0.75+£0.121 | 0.087 | 0.51£0.096 |0.000 | 1.800+0.612 [0.029
LC-MS/MS (+) LysoPC(16:0) 1.040£0.066 | 0.811+0.105 | 0.084 | 0.48+0.109 |0.000 | 1.589+0.450 [0.055
LC-MS/MS (+) LysoPC(18:0) 1.010+0.067 | 0.771+0.085 | 0.064 | 0.741 £0.216 | 0.117| 1.459+0.380 |0.072
LC-MS/MS (+) LysoPC(18:1(92)) 1.082+£0.062 | 0.813+0.115 | 0.038 | 0.599+0.109 | 0.000 | 1.343 +0.250 (0.147
LC-MS/MS (+) LysoPC(20:3(5Z,8Z,11Z)) 0.959+0.075 | 0.745+0.086 | 0.134 | 0.708 +0.227 | 0.178 | 1.671+0.510 [0.029
LC-MS/MS (+) lysoPC(26:1(5Z)) 1.500 £0.295 | 0.599+0.126 | 0.090 | 0.076 £0.013 | 0.008 | 0.826+0.253 |0.214
LC-MS/MS (+) LysoPG(16:0/0:0) 1.014 +0.439 | 0.637+0.065 | 0.625 | 0.55+0.02 |0.547| 1.772+1.153 |0.454
LC-MS/MS (+) MG(0:0/18:3(62,92,12Z)/0:0) 1.012+0.012 | 0.992+0.009 | 0.367 | 0.967+0.02 |0.070 | 1.005+0.019 |0.769
LC-MS/MS (+) MG(0:0/i-14:0/0:0) 1.037+0.037 | 0.997+0.032 | 0.553 | 0.878+0.036 | 0.024 | 1.013 +0.027 |0.711
LC-MS/MS (+) MG(16:0/0:0/0:0) 1.020+0.016 | 0.991+0.015 | 0.317 | 0.941+£0.022 | 0.013 | 1.008 +0.015 |0.669
LC-MS/MS (+) MG(17:0/0:0/0:0) 1.013+£0.040 | 1.006+0.032 | 0.923 | 0.877+0.028 | 0.062 | 1.079+0.038 [0.371
LC-MS/MS (+) MG(18:0/0:0/0:0) 1.013£0.013 | 0.986+0.011 | 0.259 | 0.965+0.021 | 0.072 | 1.010+0.020 |0.895
LC-MS/MS (+) MG(18:1(92)/0:0/0:0) 0.998 £0.039 | 1.053+0.026 | 0.432 | 0.925+0.04 |0.323 | 1.029+0.047 |0.674
LC-MS/MS (+) MG(18:3(9Z,12Z,157)/0:0/0:0) 0.992+0.022 | 1.026+0.019 | 0.388 | 0.947+0.024 | 0.272 | 1.050+0.022 [0.150
LC-MS/MS (+) MG(20:0/0:0/0:0) 1.042 +0.047 | 0.985+0.031 | 0.500 | 0.867+0.034 | 0.043 | 1.020+0.030 |0.794
LC-MS/MS (+) MG(a-15:0/0:0/0:0)[rac] 1.022+0.032 | 0.993+0.031 |0.617 | 0.881+0.039 |0.022 | 1.062+0.035 [0.497
LC-MS/MS (+) MG(i-22:0/0:0/0:0) 1.121 £0.069 | 0.978 +£0.082 | 0.275 | 0.746+0.029 | 0.004 | 0.911 +0.040 (0.094
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) MG(P-18:0e/0:0/0:0) 0.679+0.044 | 1.299+0.224 | 0.000 | 1.489+0.425 |0.002 | 1.173+0.228 [0.002
LC-MS/MS (+) N-(2-hydroxyeicosanoyl)sphinganine 0.960+0.012 | 1.044+0.015 | 0.000 | 1.033+0.017 | 0.002 | 1.042+0.025 |0.002
LC-MS/MS (+) N-(2-hydroxytetracosanoyl)sphinganine 0.914+0.074 | 1.065+0.265 | 0.447 | 0.876+0.113 | 0.794 | 1.316+0.411 |0.136
LC-MS/MS (+) N,N-diethyl arachidonoyl amine 1.012+£0.059 | 0.981+0.057 | 0.772 | 1.006 £ 0.068 | 0.953 | 0.976 +0.088 |0.747
LC-MS/MS (+) NAE 17:0 1.201 £0.096 | 0.698+0.176 | 0.013 | 0.625+0.263 | 0.013 | 1.073 £0.234 |0.550
LC-MS/MS (+) N-ethyl arachidonoyl amine 0.963 +0.057 1.03+£0.084 | 0.545 | 1.094+0.131 |0.293 | 0.985+0.094 (0.847
LC-MS/MS (+) Nonadeca-10(Z)-enoic acid 1.208 £0.095 | 0.679+0.167 | 0.008 | 0.616+0.256 | 0.010 | 1.081+0.233 |0.551
LC-MS/MS (+) Norcholic acid 1.002 £0.044 | 1.051+0.025 | 0.532 | 0.909+0.043 | 0.253 | 1.033+0.039 |0.697
LC-MS/MS (+) Oleamide 1.004+£0.114 | 0.739+0.166 | 0.235 | 1.011£0.315 | 0.978 | 1.237+0.333 |0.399
LC-MS/MS (-) Oleic acid 0.784+£0.048 | 0.928+0.163 | 0.255 | 1.073+£0.268 | 0.101 | 1.647 +0.470 (0.003
LC-MS/MS (+) Oleoylethanolamide 0.747+£0.060 | 0.913+0.167 | 0.245 | 0.902+0.243 | 0.373 | 1.944+0.509 (0.000
LC-MS/MS (+) PA(14:1(92)/14:0) 0.960+£0.040 | 1.175+0.046 | 0.006 | 0.882+0.041 | 0.296 | 1.063 +0.073 [0.209
LC-MS/MS (+) PA(16:0/20:4(5Z,82,11Z,14Z)) 0.984+0.023 | 1.046+0.016 | 0.132 | 0.961 £0.025 | 0.588 | 1.043 +0.046 |0.215
LC-MS/MS (+) PA(18:4(62,92,127,157)/16:0) 0.920+0.017 | 1.093+0.023 | 0.000 | 1.082+0.027 | 0.000 | 1.067 +0.034 (0.000
LC-MS/MS (-) PA(20:1(11Z)/15:0) 1.334+0.308 | 1.387+0.482 | 0.931 | 0.35+0.084 |0.074| 0.260+0.071 |0.052
LC-MS/MS (+) PA(O-16:0/20:5(5Z,82,11Z,14Z,177)) 1.032+0.060 | 1.039+0.026 | 0.949 | 0.882+0.057 | 0.175| 0.982+0.057 |0.647
LC-MS/MS (-) PA(P-18:0/14:1(92)) 0.801+0.077 | 0.796+0.159 | 0.974 | 1.423+0.452 | 0.036 | 1.379+0.401 [0.033
LC-MS/MS (+) Palmitic acid 1.020£0.016 | 0.986+0.016 | 0.244 | 0.939+0.022 | 0.009 | 1.015+0.018 [0.866
LC-MS/MS (+) Palmitoleoyl Ethanolamide 0.551+0.053 | 1.322+0.275 | 0.000 | 1.306+0.375 | 0.002 | 1.718 +0.387 (0.000
LC-MS/MS (-) PC 32:0[PC 16:0_16:0 1.386 £ 0.086 | 0.725+0.075 | 0.000 | 0.503 +0.051 | 0.000 | 0.614+0.091 |0.000
LC-MS/MS (+) PC 33:0|PC 12:0_21:0 0.806+£0.037 | 1.397+0.378 | 0.011 | 0.544+0.11 | 0.005| 1.641+0.396 |0.001
LC-MS/MS (-) PC 34:0[PC 16:0_18:0 1.632+0.138 | 0.466+0.054 | 0.000 | 0.284+0.055 | 0.000 | 0.355+0.047 |0.000
LC-MS/MS (+) PC 34:0|PC 17:0_17:0 1.466 + 0.061 | 0.664 +0.073 | 0.000 | 0.447 +0.067 | 0.000 | 0.490 £ 0.050 [0.000
LC-MS/MS (-) PC 34:1|PC 16:0_18:1 1.342+£0.053 | 0.713+£0.07 |0.000 | 0.573+0.061 | 0.000 | 0.688+0.091 [0.000
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (-) PC 34:2|PC 16:1_18:1 0.681 £0.040 | 1.221+0.132 | 0.000 | 1.097 £0.166 | 0.001 | 1.641 +0.194 (0.000
LC-MS/MS (+) PC 35:1|PC 19:0_16:1 1.431+£0.053 | 0.630+0.075 | 0.000 | 0.401 +0.06 | 0.000 | 0.674+0.107 [0.000
LC-MS/MS (+) PC 36:0[PC 18:0_18:0 1.591 £0.153 | 0.642+0.076 | 0.001 | 0.087 +0.037 | 0.000 | 0.500+0.071 [0.000
LC-MS/MS (+) PC 36:1|PC 10:0_26:1 1.312+£0.018 | 0.639+0.064 | 0.000 | 0.764+0.085 | 0.000 | 0.662+0.069 |0.000
LC-MS/MS (-) PC 36:1|PC 16:0_20:1 1.500 +0.071 | 0.441+0.050 | 0.000 | 0.538+0.101 | 0.000 | 0.520+0.077 |0.000
LC-MS/MS (+) PC 36:3|PC 18:1_18:2 0.804+0.042 | 1.012+0.139 | 0.057 | 1.049+0.23 |0.107 | 1.528+0.271 [0.000
LC-MS/MS (-) PC 36:4/PC 16:0_20:4 1.171 £ 0.080 | 0.692+0.065 | 0.002 | 0.858+0.103 | 0.044 | 0.936+0.183 |0.182
LC-MS/MS (+) PC 40:2PC 15:1_25:1 1.429+£0.116 | 0.577+0.103 | 0.000 | 0.253 +0.035 | 0.000 | 0.883+0.172 (0.019
LC-MS/MS (+) PC 42:0|PC 21:0_21:0 1.372+£0.157 | 0.886+0.347 | 0.157 | 0.139+0.018 | 0.000 | 0.859+0.201 {0.091
LC-MS/MS (+) PC 42:2|PC 21:1_21:1 1.690+0.219 | 0.337+0.126 | 0.001 | 0.064+0.008 | 0.000 | 0.528=0.17 |0.005
LC-MS/MS (+) PC 44:1|PC 11:0_33:1 1.694+£0.244 | 0.215+0.051 | 0.001 [ 0.024+0.005 | 0.000 | 0.678 +0.249 (0.028
LC-MS/MS (+) PC 44:2|PC 22:1_22:1 1.828 +£0.253 | 0.133+£0.036 | 0.000 | 0.009 +0.002 | 0.000 | 0.374+0.176 |0.002
LC-MS/MS (+) PC(14:0/14:0) 0.899+0.047 | 1.297+0.522 | 0.200 | 0.363 +£0.045 | 0.000 | 1.642+0.419 (0.005
LC-MS/MS (+) PC(14:0/15:0) 0.822+0.050 | 1.035+0.274 | 0.235 | 0.431+£0.061 | 0.000 | 2.069 +0.653 [0.002
LC-MS/MS (+) PC(14:0/16:0) 1.313+0.064 | 0.770+0.117 | 0.000 | 0.542+0.033 | 0.000 | 0.748 £ 0.095 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(14:0/18:0) 1.242+0.037 | 0.862+0.064 | 0.000 | 0.689+0.054 | 0.000 | 0.724 +0.076 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(14:0/20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)) 1.406 +£0.079 | 0.953+£0.292 | 0.041 | 0.351+£0.064 | 0.000 | 0.479+0.127 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(14:0/22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.644+£0.094 | 0.513+0.136 | 0.000 | 0.019+0.004 | 0.000 | 0.537+0.122 (0.000
LC-MS/MS (+) PC(14:1(92)/16:0) 0.909+0.049 | 0.634+0.180 | 0.045 | 0.361 £0.035 | 0.000 | 2.279+0.821 [0.006
LC-MS/MS (-) PC(14:1(92)/18:0) 1.047+£0.062 | 1.362+0.348 | 0.167 | 0.399+0.044 | 0.000 | 1.098 £0.254 |0.775
LC-MS/MS (+) PC(15:0/16:0) 0.708 £0.039 | 1.282+0.569 | 0.088 | 0.434+0.079 | 0.001 | 2.159+0.474 (0.000
LC-MS/MS (+) PC(15:0/18:1(92)) 1.380 = 0.061 0.67+0.100 | 0.000 | 0.293+0.034 | 0.000 | 0.896+0.170 |0.001
LC-MS/MS (+) PC(15:0/18:2(9Z,12Z)) 0.602+0.071 | 1.507+0.318 | 0.000 | 0.824+0.17 | 0.164 | 1.863 +0.286 [0.000
LC-MS/MS (-) PC(15:0/20:1(11Z)) 1.320+0.070 | 0.836+0.109 | 0.001 | 0.387+0.061 | 0.000 | 0.817+0.120 |0.001
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) PC(15:0/20:4(5Z,82,11Z,14Z)) 1.093£0.081 | 0.917+0.139 | 0.282 | 0.713+£0.122 | 0.020 | 1.091 £0.268 [0.993
LC-MS/MS (+) PC(16:0/18:0) 0.584+0.065 | 1.281+0.150 | 0.000 | 0.634+0.047 | 0.672 | 2.333+0.716 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(16:0/18:1(11Z)) 1.159+£0.008 | 0.888+0.052 | 0.000 | 0.805=+0.047 | 0.000 | 0.830+0.054 (0.000
LC-MS/MS (+) PC(16:1(92)/18:2(9Z,127)) 0.817+0.059 | 1.301+0.275 | 0.013 | 0.76£0.153 | 0.674 | 1.487+0.259 |0.001
LC-MS/MS (+) PC(16:1(92)/18:3(9Z,12Z,15Z)) 1.047+0.073 | 0.869+0.215 | 0.316 | 0.829+0.17 |0.179| 1.162+0.323 |0.605
LC-MS/MS (+) PC(16:1(92)/20:1(11Z)) 1.255+£0.046 | 0.755+0.070 | 0.000 | 0.623 +0.074 | 0.000 | 0.856+0.097 (0.000
LC-MS/MS (-) PC(16:1(92)/22:4(7Z,102,13Z,16Z)) 1.113£0.059 | 0.782+0.117 | 0.010 | 0.954+0.181 | 0.280 | 0.925+0.153 |0.171
LC-MS/MS (-) PC(18:0/20:0) 1.685+0.092 | 0.414+0.071 | 0.000 | 0.014+0.002 | 0.000 | 0.515+0.112 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(11Z)/14:0) 1.371£0.085 | 0.910+0.325 | 0.057 | 0.481+0.106 | 0.000 | 0.496+0.130 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(11Z)/16:1(9Z)) 0.821+0.035 | 1.134+0.099 | 0.000 | 1.022+0.137 | 0.047 | 1.381+£0.123 {0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(11Z)/22:5(7Z2,10Z,13Z,16Z,19Z)) 0.741+£0.036 | 1.131+0.293 | 0.033 | 1.418+0.373 | 0.003 | 1.227+0.198 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(9Z2)/14:1(92)) 0.706 +£0.040 | 1.097+0.286 | 0.031 | 0.678+0.132 | 0.786 | 2.109 +0.539 (0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(92)/20:2(11Z,14Z)) 0.311+£0.021 | 1.716 £0.094 | 0.000 | 1.54+0.196 | 0.000 | 1.810+0.278 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:1(92)/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.261 £0.095 | 0.846+0.150 | 0.030 | 0.426+0.06 | 0.000 | 0.945+0.166 |0.103
LC-MS/MS (+) PC(18:2(9Z,127)/14:1(92)) 1.270+0.047 | 0.871+0.134 | 0.001 | 0.569+0.04 | 0.000 | 0.749+0.083 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(18:2(9Z,127)/18:2(92,127)) 0.644+0.043 | 1.162+0.199 | 0.000 | 1.3+0.328 |0.002 | 1.605+0.352 (0.000
LC-MS/MS (-) PC(18:3(6Z,9Z,127)/20:0) 0916+0.059 | 1.238+0.115 | 0.011 | 0.891+0.077 | 0.826 | 1.123+£0.177 |0.154
LC-MS/MS (+) PC(18:3(62,9Z,1272)/20:3(8Z,11Z,14Z)) 0.855+0.073 | 0.921+0.199 | 0.698 | 1.119+£0.272 | 0.192 | 1.394+0.243 (0.006
LC-MS/MS (+) PC(18:3(92,12Z,15Z)/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 0.916+0.026 | 1.006+0.069 | 0.138 | 1.252+0.04 | 0.000 | 0.995+0.076 |0.211
LC-MS/MS (+) PC(18:3(9Z,12Z,15Z)/22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)) 0.891 +£0.066 | 0.935+0.176 | 0.773 | 1.068+0.232 | 0.314 | 1.322+0.212 (0.013
LC-MS/MS (+) PC(20:0/20:5(5Z,82,11Z,14Z,17Z)) 1.009+0.033 | 1.181+£0.232 | 0.235 | 0.775+0.116 | 0.010 | 1.017+0.139 |0.932
LC-MS/MS (-) PC(20:1(11Z)/15:0) 1.551+0.095 | 0.389+0.047 | 0.000 | 0.41£0.064 | 0.000 | 0.548+0.134 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(20:2(11Z,14Z)/15:0) 1.375+0.116 | 0.629+0.101 | 0.001 | 0.346+0.077 | 0.000 | 0.899+0.111 [0.029
LC-MS/MS (+) PC(20:2(11Z,14Z2)/16:0) 0.326+0.027 | 1.645+0.120 | 0.000 | 1.39+0.154 | 0.000 | 1.986+0.278 [0.000
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) PC(20:2(11Z,14Z)/18:0) 0.736 £ 0.045 | 2.132+0.482 | 0.000 | 0.627+0.053 | 0.201 | 1.034+0.114 [0.005
LC-MS/MS (+) PC(20:2(11Z,14Z2)/20:2(11Z,14Z)) 1.267+£0.053 | 1.084+0.221 | 0.245 | 0.452+0.083 | 0.000 | 0.663 +0.080 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(20:2(11Z,14Z)/22:6(4Z,7Z,10Z2,13Z,16Z,19Z)) 1.037+£0.054 | 0.966+0.297 | 0.711 | 0.885+0.179 | 0.273 | 1.038 +£0.228 |0.997
LC-MS/MS (-) PC(20:3(5Z,8Z,11Z)/16:0) 0.981+£0.066 | 1.226+0.145 | 0.088 | 0.678+0.031 | 0.012 | 1.153+0.205 |0.297
LC-MS/MS (+) PC(20:3(8Z,117,14Z)/20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)) 1.179£0.109 | 0.694+0.093 | 0.017 | 0.42+0.05 |0.000 | 1.349+0.329 |0.524
LC-MS/MS (+) PC(20:3(8Z,11Z,147)/22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.505+0.137 | 0.728 +£0.058 | 0.002 | 0.08+0.011 | 0.000 | 0.676+0.130 [0.002
LC-MS/MS (+) PC(20:4(5Z,8Z2,112,147)/22:6(4Z2,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.632+0.176 | 0.360+0.048 | 0.000 | 0.078+0.013 | 0.000 | 0.667 +0.173 |0.004
LC-MS/MS (+) PC(20:4(8Z,11Z2,14Z,17Z)/18:1(11Z)) 1.278 £0.063 | 0.687+0.103 | 0.000 | 0.735+0.141 | 0.000 | 0.746 +=0.098 (0.000
LC-MS/MS (+) PC(20:5(52,8Z,112,147,17Z2)/16:0) 1.149+£0.077 | 0.745+0.172 | 0.019 | 0.848 +£0.214 | 0.103 | 0.960 +£0.249 |0.338
LC-MS/MS (+) PC(22:0/14:0) 1.318 +£0.181 | 0.671+0.071 | 0.048 | 0.33+0.043 | 0.003 | 1.045+0.261 |0.439
LC-MS/MS (+) PC(22:2(13Z,162)/20:2(11Z,14Z)) 1.662+£0.174 | 0.448+0.077 | 0.000 | 0.151£0.019 | 0.000 | 0.416+0.092 (0.000
LC-MS/MS (-) PC(22:6(4Z2,72,10Z,13Z,16Z,19Z)/18:0) 1.643 +£0.123 | 0.500+0.053 | 0.000 | 0.064+0.014 | 0.000 | 0.507 +0.079 |0.000
LC-MS/MS (+) PC(22:6(4Z,7Z2,102,13Z,16Z,19Z7)/20:0) 0.606 £ 0.062 | 1.658+0.495 | 0.001 | 0.282+0.045 | 0.005 | 2.241 +1.096 (0.012
LC-MS/MS (+) PC(0-14:0/16:0) 0.768 £ 0.039 | 1.480+0.256 | 0.000 | 0.609 +0.102 | 0.077 | 1.606+0.300 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(0-14:0/16:1(9Z)) 0.175+0.020 | 1.462+0.390 | 0.000 | 1.282+0.167 | 0.000 | 2.730+0.722 (0.000
LC-MS/MS (-) PC(0-16:0/16:1(92)) 0.390+£0.029 | 1.646+0.330 | 0.000 | 1.135+0.087 | 0.000 | 2.050+0.524 (0.000
LC-MS/MS (-) PC(0-16:0/18:0) 1.283+0.105 | 1.139£0.159 | 0.484 | 0.492+0.093 | 0.000 | 0.521+0.101 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(0-22:2(13Z,16Z)/20:2(11Z,14Z)) 1.044 £0.406 | 0.582+0.021 | 0.518 | 0.61+0.014 |0.543| 1.678 +1.063 |0.498
LC-MS/MS (+) PC(P-16:0/16:1(92)) 1.475+0.184 | 0.292+0.038 | 0.001 | 0.733+£0.135 | 0.030 | 0.550+0.128 |0.007
LC-MS/MS (+) PC(P-16:0/18:3(9Z,127,15Z)) 0.888 £0.529 | 0.467+0.022 | 0.651 | 0.507+0.019 | 0.681 | 2.362+1.879 [0.300
LC-MS/MS (-) PC(P-16:0/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) 0.876 £0.045 | 0.998+0.133 | 0.266 | 1.263+0.175 | 0.004 | 1.111+0.196 [0.090
LC-MS/MS (-) PC(P-16:0/22:6(4Z,7Z,102,13Z,16Z,19Z)) 1.065+0.129 | 0.398+0.038 | 0.005 | 1.684+0.264 | 0.027 | 0.722+0.138 |0.157
LC-MS/MS (+) PC(P-18:0/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) 0.149+0.016 | 1.393+0.222 | 0.000 | 2.119+0.206 | 0.000 | 2.040+0.391 [0.000
LC-MS/MS (+) PC(P-18:0/20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)) 0.855+0.026 | 1.644+0.172 | 0.000 | 0.665+0.053 | 0.001 | 1.126+0.140 [0.005
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (-) PC(P-18:1(11Z)/14:0) 1.631£0.220 | 0.085+0.000 | 0.000 | 0.522+0.23 |0.009 | 0.501 +0.222 (0.008
LC-MS/MS (-) PE 36:1|PE 18:0_18:1 1.168 £0.058 | 0.465+0.063 | 0.000 | 1.14+0.088 |0.803 | 0.890+0.156 (0.043
LC-MS/MS (-) PE 36:4/PE 16:0_20:4 1.027 £ 0.067 | 0.607 +0.086 | 0.002 | 1.321+0.106 | 0.030 | 0.992 +0.275 |0.857
LC-MS/MS (-) PE 38:5|PE 18:1_20:4 1.487+0.083 | 0.497 +0.066 | 0.000 | 0.443+0.081 | 0.000 | 0.599+0.150 [0.000
LC-MS/MS (-) PE 38:6|PE 16:0_22:6 1.749+0.132 | 0.373+£0.083 | 0.000 | 0.088+0.012 | 0.000 | 0.292+0.078 |0.000
LC-MS/MS (+) PE 38:6/PE 19:3_19:3 1.763 £0.112 | 0.372+0.085 | 0.000 | 0.081+£0.011 | 0.000 | 0.259+0.056 |0.000
LC-MS/MS (+) PE 40:5|PE 18:0_22:5 1.663 +£0.158 | 0.454+0.110 | 0.000 | 0.198 +0.051 | 0.000 | 0.360 £ 0.089 |0.000
LC-MS/MS (+) PE 40:6/PE 14:0_26:6 1.781 £0.078 | 0.341+0.096 | 0.000 | 0.028 +0.008 | 0.000 | 0.289+0.076 |0.000
LC-MS/MS (-) PE 40:6|PE 18:0_22:6 1.881+£0.151 | 0.168+0.053 | 0.000 | 0.017+0.003 | 0.000 | 0.171+0.051 [0.000
LC-MS/MS (+) PE 40:7|PE 18:1_22:6 1.765+0.129 | 0.345+0.124 | 0.000 0.107+0 0.000 | 0.254 +0.078 [0.000
LC-MS/MS (-) PE O0-34:2|PE O-16:1_18:1 1.104 £ 0.139 | 0.293 +0.045 | 0.002 | 1.602+0.225 | 0.075 | 0.793 £0.208 |0.255
LC-MS/MS (-) PE 0-36:2|PE O-16:1 20:1 1.429+0.133 | 0.274+0.038 | 0.000 | 0.904+0.212 | 0.050 | 0.536+0.125 |0.001
LC-MS/MS (-) PE 0-40:5|PE O-18:2_22:3 1.799£0.105 | 0.261 +0.054 | 0.000 | 0.101 £0.021 | 0.000 | 0.240+0.056 |0.000
LC-MS/MS (-) PE 0-40:7|PE O-18:1_22:6 1.801 +0.150 | 0.280+0.061 | 0.000 | 0.054+0.011 | 0.000 | 0.264+0.073 |0.000
LC-MS/MS (-) PE 0-40:8|PE O-18:2_22:6 1.711 £ 0.091 | 0.385+0.067 | 0.000 | 0.09+0.014 |0.000| 0.391+0.109 |0.000
LC-MS/MS (+) PE P-34:0|PE P-18:0_16:0 1.576 £0.084 | 0.510+0.094 | 0.000 | 0.397+0.046 | 0.000 | 0.365+0.054 |0.000
LC-MS/MS (+) PE P-34:2|PE P-18:1_16:1 0.757+0.045 | 0.561+0.071 | 0.030 | 0.929+0.105 | 0.086 | 2.240+0.737 (0.001
LC-MS/MS (+) PE P-36:1|PE P-16:0_20:1 1.352+£0.072 | 0.349+0.047 | 0.000 | 1.013+0.2 |0.050| 0.581+0.121 [0.000
LC-MS/MS (+) PE P-40:2|PE P-18:1 22:1 1.627+0.165 | 0.263 +£0.030 | 0.000 | 0.273 +0.023 | 0.000 | 0.581 +0.161 |[0.001
LC-MS/MS (+) PE P-40:4|PE P-20:0 20:4 1.712+0.055 | 0.380=0.078 | 0.000 | 0.163+0.031 | 0.000 | 0.319+0.072 |0.000
LC-MS/MS (+) PE P-42:4|PE P-18:0_24:4 1.517+0.099 | 0.582+0.127 | 0.000 | 0.299 +0.057 | 0.000 | 0.569+0.161 |0.000
LC-MS/MS (+) PE P-42:5|PE P-18:1 24:4 1.873 +0.321 | 0.086+0.015 | 0.003 | 0.037+0.006 | 0.002 | 0.257+0.119 |0.006
LC-MS/MS (+) PE(16:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 1.194+0.082 | 0.569 +0.099 | 0.000 [ 1.005+0.086 |0.213 | 0.843 +£0.258 [0.091
LC-MS/MS (-) PE(16:1(9Z)/18:1(92)) 0.671 £0.060 | 1.023+0.195 | 0.024 | 1.269+0.175 | 0.000 | 1.696+0.311 [0.000




Tablo 4.12. (Devam) Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (-) PE(16:1(9Z)/20:0) 1.290 £ 0.063 | 0.758 £0.093 | 0.000 | 0.333+£0.036 | 0.000 | 1.038+0.191 [0.109
LC-MS/MS (-) PE(16:1(9Z)/20:1(11Z)) 1.385+0.082 | 0.463+0.071 | 0.000 | 0.403+0.059 | 0.000 | 0.980+0.205 [0.033
LC-MS/MS (-) PE(18:3(9Z,127,15Z)/20:0) 1.077£0.078 | 0.899+0.130 | 0.258 | 0.719+0.114 | 0.022 | 1.151+0.273 |0.722
LC-MS/MS (+) PE(20:0/18:3(6Z,9Z,127)) 0.933+0.137 | 0.396+0.126 | 0.036 | 2.326+0.702 | 0.004 | 0.478 +0.131 |0.075
LC-MS/MS (-) PE(20:0/18:4(6Z,972,12Z,157)) 1.472+0.072 | 0.759+0.176 | 0.000 | 0.356+0.041 | 0.000 | 0.468 +0.067 |0.000
LC-MS/MS (+) PE(20:0/20:2(11Z,14Z)) 1.303+£0.114 | 0.662+0.101 | 0.003 | 0.402+0.071 |0.000 | 1.027+0.113 [0.193
LC-MS/MS (+) PE(20:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 1.135+0.067 | 0.742+0.098 | 0.004 | 0.774+0.156 | 0.018 | 1.079 +0.205 |0.733
LC-MS/MS (+) PE(20:0/22:6(4Z,7Z,102,13Z,16Z2,19Z)) 1.564+0.114 | 0.576 +0.076 | 0.000 | 0.122+0.015 | 0.000 | 0.609 +0.108 [0.000
LC-MS/MS (+) PE(20:1(11Z)/14:0) 0.819+0.053 | 1.304+0.532 | 0.130 | 0.315+0.036 | 0.000 | 1.925+0.549 |0.001
LC-MS/MS (+) PE(20:5(5Z2,82,11Z,142,17Z)/18:0) 1.144+0.084 | 0.930+0.190 | 0.245 | 0.962+0.21 |0.339| 0.675+0.156 |0.009
LC-MS/MS (-) PE(22:4(72,10Z,13Z,16Z2)/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) 1.596 £0.127 | 0.476+0.132 | 0.000 | 0.107£0.029 | 0.000 | 0.629+0.184 (0.000
LC-MS/MS (+) PE(22:4(72,10Z,13Z,16Z)/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.916 +0.145 | 0.133+£0.044 | 0.000 | 0.016+0.003 | 0.000 | 0.102 +0.034 |0.000
LC-MS/MS (-) PE(22:6(4Z2,72,10Z,13Z,16Z,19Z)/18:1(92)) 1.684+£0.117 | 0.491+0.076 | 0.000 | 0.061 £0.012 | 0.000 | 0.395+0.090 [0.000
LC-MS/MS (+) PE(22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,197)/18:2(9Z,12Z)) 1.631 +0.098 | 0.459+0.075 | 0.000 | 0.198+0.028 | 0.000 | 0.450 +0.064 |0.000
LC-MS/MS (+) PE(22:6(4Z2,72,10Z,132,16Z,19Z)/20:4(52,8Z,11Z,14Z)) 1.882+0.189 | 0.132+0.037 | 0.000 | 0.041+0.005 | 0.000 | 0.182+0.052 |0.000
LC-MS/MS (-) PE(O-16:0/19:0) 0.708 +£0.038 | 1.785+0.193 | 0.000 | 0.911+0.095 |0.020 | 1.181 +0.223 (0.002
LC-MS/MS (+) PE(O-18:1(12)/20:4(5Z,82,11Z,14Z)) 1.460 £ 0.074 | 0.663 £0.132 | 0.000 | 0.401 +0.052 | 0.000 | 0.556+0.099 [0.000
LC-MS/MS (+) PE(O-18:1(92)/0:0) 0.823+£0.046 | 0.967+0.139 | 0.207 | 0.952+0.394 | 0.589 | 1.611+0.487 (0.009
LC-MS/MS (+) PE(0-20:0/20:2(11Z,14Z)) 1.415+0.130 | 0.466+0.049 | 0.000 | 0.628 £0.069 | 0.001 | 0.66+0.143 |0.003
LC-MS/MS (-) PE(0-20:0/22:6(4Z,7Z,102,13Z,16Z,19Z)) 1.872+0.306 | 0.084+0.018 | 0.002 | 0.019+0.007 | 0.001 | 0.281+0.130 |0.005
LC-MS/MS (+) PE(P-16:0/18:1(92)) 0.964+0.100 | 0.428 +£0.062 | 0.004 | 1.836+0.243 | 0.000 | 0.844 +0.148 |0.539
LC-MS/MS (-) PE(P-16:0/20:4(5Z,82,11Z,14Z)) 0.436+0.023 | 0.904=0.178 | 0.000 | 2.293 +0.207 | 0.000 | 1.494+0.372 (0.000
LC-MS/MS (-) PE(P-18:0/20:2(11Z,14Z)) 1.851+0.249 | 0.101 +£0.024 | 0.000 | 0.049 +0.005 | 0.000 | 0.296+0.123 |0.001
LC-MS/MS (+) PE(P-18:0/20:3(82,11Z,14Z)) 1.223+£0.167 | 0.448+0.139 | 0.013 | 1.366+0.554 | 0.739 | 0.517+0.135 |0.023
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) PE(P-18:0/20:5(5Z,82,11Z,14Z,17Z)) 0.930+£0.048 | 0.981+0.308 | 0.793 | 1.509+0.412 | 0.024 | 0.720+0.160 [0.096
LC-MS/MS (+) PE(P-18:1(92)/22:6(4Z,7Z,102,13Z,16Z,19Z)) 1.531+£0.039 | 0.600+0.084 | 0.000 [ 0.199+0.027 | 0.000 | 0.607 +0.113 [0.000
LC-MS/MS (+) PE(P-20:0/22:2(13Z,16Z)) 1.257+0.135 | 0.411+0.071 | 0.001 | 0.784 +0.068 | 0.053 | 1.035+0.365 [0.482
LC-MS/MS (-) PE(P-20:0/22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)) 1.648£0.167 | 0.416+0.103 | 0.000 | 0.197+0.052 | 0.000 | 0.441+0.117 [0.000
LC-MS/MS (+) PG(16:0/18:1(11Z)) 1.041 £ 0.094 | 0.533+£0.133 | 0.007 | 1.506+0.392 | 0.099 | 0.837+0.188 |0.301
LC-MS/MS (+) PG(16:0/20:4(5Z,82,11Z,14Z)) 0.731+£0.089 | 0.377+0.084 | 0.034 | 2.637+1.053 | 0.003 | 0.793 +0.345 |0.802
LC-MS/MS (+) PG(20:5(52,82,1172,14Z,17Z)/0:0) 1.023 £0.077 | 1.088 £0.067 | 0.642 | 0.866+0.062 | 0.262 | 0.979+0.076 |0.756
LC-MS/MS (+) PI(14:1(92)/14:1(92)) 1.013+£0.037 | 1.038+0.021 | 0.709 | 0.877+0.051 | 0.063 | 1.046+0.083 |0.682
LC-MS/MS (+) PI(16:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 1.233+£0.110 | 0.840+0.266 | 0.114 | 0.702+0.086 | 0.010 | 0.759+0.269 |0.059
LC-MS/MS (+) PI(18:1(9Z2)/20:4(5Z2,8Z,11Z,14Z)) 1.259+0.096 | 0.787+0.229 | 0.030 | 0.747+0.115 | 0.006 | 0.689+0.219 |0.009
LC-MS/MS (+) PI(20:5(52,82,11Z,14Z,17Z)/18:1(9Z)) 1.000 £ 0.058 | 1.094 +0.045 | 0.373 | 0.846+0.048 | 0.149 | 1.059+0.088 |0.606
LC-MS/MS (-) PS 40:6/PS 18:0_22:6 1.732+0.151 | 0.386+0.069 | 0.000 | 0.079+0.011 | 0.000 | 0.339+0.092 |0.000
LC-MS/MS (-) PS(18:0/22:5(72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 1.577+£0.156 | 0.584+0.188 | 0.001 | 0.335+0.136 | 0.000 | 0.351+0.104 [0.000
LC-MS/MS (-) PS(20:4(52,82,11Z,14Z)/18:0) 0.817+0.044 | 0.831+0.102 | 0.880 | 1.823+0.257 | 0.000 | 0.896+0.124 |0.448
LC-MS/MS (-) PS(22:4(72,10Z,13Z,16Z)/18:0) 1.332+0.078 | 0.895+0.145 | 0.009 | 0.407+0.057 | 0.000 | 0.700 +0.140 |0.000
LC-MS/MS (-) PS(22:4(72,10Z,13Z,16Z)/20:2(11Z,14Z)) 1.516+0.087 | 0.670+0.102 | 0.000 | 0.227 +0.041 | 0.000 | 0.555+0.089 |0.000
LC-MS/MS (+) PS(0-16:0/19:1(9Z)) 1.404 £0.053 | 0.969 +0.147 | 0.001 | 0.163 +0.054 | 0.000 | 0.657 £0.138 [0.000
LC-MS/MS (+) PS(0-20:0/16:0) 1.094+£0.016 | 0.937+£0.03 |0.000 | 0.883+0.025 | 0.000 | 0.900+0.013 [0.000
LC-MS/MS (+) PS(P-16:0/20:0) 1.666 £ 0.085 | 0.512+0.113 | 0.000 | 0.104+0.022 | 0.000 | 0.386+0.084 |0.000
LC-MS/MS (+) SM(d16:1/17:0) 0.250+0.021 | 1.100+0.181 | 0.000 | 2.44+0.398 |0.000 | 1.710+0.243 (0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/16:1(9Z)) 0.646 +0.026 | 0.972+0.058 | 0.000 | 1.641+0.108 | 0.000 | 1.449+0.101 [0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/18:0) 1.224+0.072 | 0.662+0.15 |0.001 | 1.185+0.101 | 0.782| 0.481 +0.082 |0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/18:1(9Z)) 1.465+0.050 | 0.700+0.077 | 0.000 | 0.515+0.106 | 0.000 | 0.390+0.090 [0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/22:0) 0.364+0.027 | 0.402+0.086 | 0.571 | 3.839+0.354 | 0.000 | 0.668 +0.127 |0.001
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) SM(d18:0/24:0) 0.582+0.084 | 0.541+0.135 | 0.802 | 2.977+0.428 | 0.000 | 0.735+0.184 [0.396
LC-MS/MS (+) SM(d18:0/24:1(15Z)) 0.973£0.155 | 0.332+0.065 | 0.023 | 2.162+0.314 | 0.001 | 0.585+0.099 [0.167
LC-MS/MS (-) SM(d18:0/26:1(17Z)) 1.677£0.200 | 0.140+0.029 | 0.000 | 0.501 £0.078 | 0.002 | 0.329+0.098 (0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:1/14:0) 0.394+0.023 | 0.837+0.097 | 0.000 | 2.164+0.451 | 0.000 | 1.817+0.269 [0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:1/17:0) 0.780+£0.054 | 1.338+0.168 | 0.000 | 1.385+0.214 | 0.000 | 0.938 +0.083 [0.140
LC-MS/MS (+) SM(d18:1/18:1(9Z)) 1.3154£0.095 | 1.226+0.205 | 0.661 | 0.358£0.117 | 0.000 | 0.472+0.121 [0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:1/22:0) 0.469+0.023 | 0.615+0.076 | 0.018 | 3.002+0.221 | 0.000 | 0.975+0.115 [0.000
LC-MS/MS (-) SM(d18:1/23:0) 0.847+£0.068 | 0.820+0.107 | 0.837 | 1.226+0.092 | 0.005 | 1.413+0.196 |0.001
LC-MS/MS (-) SM(d18:1/24:1(15Z)) 0.989+0.039 | 0.965+0.045 | 0.744 | 0.961 £0.032 | 0.687 | 1.107 +0.106 |0.201
LC-MS/MS (+) SM(d18:2/16:0) 0.118£0.022 | 1.392+0.277 | 0.000 | 1.589+0.368 | 0.000 | 2.667 +0.447 (0.000
LC-MS/MS (+) SM(d18:2/24:1) 0.323+£0.035 | 0.862+0.127 | 0.000 | 2.932+0.262 | 0.000 | 1.236+0.177 (0.000
LC-MS (-) sn-3-O-(geranylgeranyl)glycerol 1-phosphate 0.935+0.041 | 1.091+0.070 | 0.062 | 0.864+0.036 | 0.351 | 1.241+0.241 |0.052
LC-MS/MS (+) Sphingosine 1.120+£0.041 | 0.871+0.034 | 0.002 | 0.759+£0.023 | 0.000 | 1.008 +0.054 (0.159
LC-MS/MS (-) Stearic acid 1.253+0.102 | 0.944+0.160 | 0.129 | 0.16+0.07 |0.000 | 1.138+0.442 |0.710
LC-MS/MS (+) Stearoylethanolamide 1.036 +£0.046 | 1.005+0.048 | 0.710 | 0.831+0.027 | 0.016 | 1.055+0.041 |0.824
LC-MS (-) Tetracosanoic acid 0.759+0.027 | 1.224+0.095 | 0.000 | 0.901 +0.033 | 0.007 | 1.599+0.249 (0.000
LC-MS (+) TG 20:0_22:2 22:6;10 0.978 £0.018 | 0.995+0.039 | 0.661 | 1.072+0.035 | 0.015| 0.997 +0.042 |0.634
LC-MS/MS (+) TG 44:0]TG 14:0_14:0_16:0 0.596+0.006 | 1.175+0.127 | 0.000 | 0.682+0.014 | 0.000 | 2.354+1.155 (0.010
LC-MS/MS (+) TG 46:0/TG 14:0_15:0_17:0 0.625+0.006 | 1.328+0.159 | 0.000 | 0.732+0.018 | 0.000 | 2.064 +0.738 |0.001
LC-MS/MS (+) TG 46:1|TG 14:0_16:0_16:1 0.292+0.006 | 1.373+0.338 | 0.000 | 0.373+0.036 | 0.001 | 3.377 +1.540 |0.001
LC-MS/MS (+) TG 47:0]TG 15:0_16:0_16:0 0.918+0.009 | 1.045+0.038 | 0.000 | 0.959+0.017 |0.026 | 1.243+0.170 |0.002
LC-MS/MS (+) TG 48:0/TG 16:0_16:0_16:0 0.596+0.014 | 1.681+0.225 | 0.000 | 0.736=+0.037 | 0.000 | 1.796 +0.426 |0.000
LC-MS/MS (+) TG 48:1|TG 14:0_16:0_18:1 0.326+0.016 | 1.771£0.399 | 0.000 | 0.435+0.046 | 0.006 | 2.817 +0.843 (0.000
LC-MS/MS (+) TG 50:0/TG 16:0_16:0_18:0 0.657+0.023 | 1.679+0.199 | 0.000 | 0.798 +0.046 | 0.005 | 1.551+0.285 (0.000




Tablo 4.12. (Devam) Doku 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental Yontem Metabolit
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) TG 50:1|TG 16:0_16:0_18:1 0.369+0.025 | 2.013+0.299 | 0.000 | 0.508+0.058 | 0.014 | 2.371 +0.496 (0.000
LC-MS/MS (+) TG 51:0/TG 16:0_17:0_18:0 0.681+0.010 | 1.532+0.228 | 0.000 | 0.733+0.04 | 0.069 | 1.693 +£0.314 |0.000
LC-MS/MS (+) TG 52:3]TG 16:0_18:1_18:2 0.687+0.100 | 1.722+0.447 | 0.002 | 0.508+0.102 | 0.334| 1.709+0.368 (0.000
LC-MS/MS (+) TG 52:4|TG 16:1_18:1_18:2 0.743+0.139 | 1.896+0.668 | 0.013 | 0.391+0.07 | 0.158 | 1.485+0.397 (0.029
LC-MS/MS (+) TG 53:0/TG 16:0_18:0_19:0 0.854+0.019 | 1.330+0.186 | 0.000 | 0.818 +0.072 | 0.506 | 1.291+£0.126 [0.000
LC-MS/MS (+) TG 54:2|TG 18:0_18:1_18:1 0.273+0.030 | 1.640+0.280 | 0.000 | 0.403 +0.069 | 0.052 | 3.139+0.841 [0.000
LC-MS/MS (+) TG 54:4|TG 18:1_18:1 18:2 0.502+0.065 | 1.754+0.405 | 0.000 | 0.416+0.075 | 0.481 | 2.325+0.674 (0.000
LC-MS/MS (+) TG 54:6|TG 18:2_18:2 18:2 0.687+0.081 | 1.607+0.450 | 0.003 | 0.551+0.037 | 0.347 | 1.783 +0.858 [0.035
LC-MS/MS (+) TG 56:1|TG 16:0_22:0_18:1 0.228+0.017 | 2.507+0.688 | 0.000 | 0.37+0.046 | 0.001 | 2.439+0.733 (0.000
LC-MS/MS (+) TG 56:2|TG 18:0_18:1_20:1 0.174+0.023 | 1.943+0.466 | 0.000 | 0.327+0.045 | 0.002 | 3.208 +0.966 (0.000
LC-MS/MS (+) TG(12:0/12:0/12:0) 1.019+£0.060 | 1.058+0.030 | 0.717 | 0.932+£0.064 | 0.434| 0.953+0.077 |0.564
LC-MS/MS (+) TG(12:0/14:0/16:0) 0.678 £0.006 | 0.996 +0.065 | 0.000 | 0.753+0.013 | 0.000 | 2.219+1.174 |0.025
LC-MS/MS (-) TG(12:0/14:1(9Z)/14:1(9Z))[is03] 0.819+0.051 | 1.193+0.178 | 0.007 | 0.588 +0.171 | 0.085 | 1.762+0.536 |0.004
LC-MS/MS (-) TG(12:0/14:1(92)/17:2(9Z,12Z))[is06] 1.529+0.091 | 0.614+0.071 | 0.000 | 0.448+0.11 |0.000| 0.350+0.091 |0.000
LC-MS/MS (+) TG(12:0/15:0/16:0) 0.896 £0.008 | 1.060+0.024 | 0.000 | 0.966+0.014 | 0.000 | 1.286 +0.227 (0.004
LC-MS/MS (+) TG(14:0/14:1(92)/20:3n6) 1.150+0.180 | 0.314+0.050 | 0.011 | 1.653+0.108 | 0.122 | 0.582+0.090 |0.080
LC-MS/MS (+) TG(14:0/16:1(92)/16:1(92)) 0.292+0.028 | 1.567+0.400 | 0.000 | 0.431+0.068 | 0.031 | 3.126+1.248 [0.000
LC-MS/MS (+) TG(14:1(9Z2)/14:1(9Z)/20:1(11Z)) 0.817+0.084 | 0.821+0.123 | 0.979 | 1.405+0.096 | 0.000 | 1.322+0.154 (0.005
LC-MS/MS (-) TG(14:1(9Z)/14:1(9Z)/20:2n6) 0.997+0.153 | 0.412+0.065 | 0.035 | 1.875+0.124 | 0.003 | 0.723 +0.102 |0.321
LC-MS/MS (-) TG(14:1(9Z2)/15:0/18:2(9Z,12Z)) 0.352+0.018 | 0.541+0.058 | 0.000 | 3.371+0.326 | 0.000 | 1.032+0.196 [0.000
LC-MS/MS (-) TG(14:1(92)/15:1(9Z)/16:1(9Z))[is06] 1.684+0.160 | 0.191+0.038 | 0.000 | 0.463+0.055 | 0.000 | 0.293 +0.057 |0.000
LC-MS/MS (+) TG(15:0/16:0/20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)) 1.292+0.143 | 0.363+0.118 | 0.001 | 1.162+0.136 | 0.621 | 0.601 +0.100 |0.010
LC-MS/MS (-) TG(15:0/16:1(92)/18:3(9Z,12Z,15Z)) 1.112+£0.159 | 0.345+0.036 | 0.008 | 1.663 £0.127 | 0.060 | 0.656+0.081 (0.111
LC-MS/MS (-) TG(15:0/16:1(9Z)/18:4(6Z,9Z,127,15Z)) 0.342+0.042 | 0.882+0.137 | 0.000 | 2.759+0.222 | 0.000 | 1.332+0.218 [0.000




Tablo 4.12. (Devam) LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH|Ortalama+SH| p |Ortalama=SH| p |Ortalama+SH| p

LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:1(92)/18:2(9Z,12Z)) 1.436 +0.208 | 0.226+0.058 | 0.002 | 0.994 +0.156 | 0.241 | 0.473£0.118 [0.012
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:1(92)/18:3(9Z,12Z,15Z)) 1.646 £ 0.188 | 0.141+0.031 | 0.000 | 0.571+0.084 | 0.002 | 0.351+0.117 [0.000
LC-MS/MS (+) TG(16:1(9Z)/16:1(9Z)/18:2(9Z,127)) 1.780 £0.203 | 0.153+0.034 | 0.000 | 0.13+0.013 | 0.000 | 0.376+0.126 |0.000
LC-MS/MS (+) TG(20:0/15:0/14:1(9Z)) 0.560+0.013 | 1.459+0.209 | 0.000 | 0.584 +0.023 | 0.355 | 2.277+0.424 |0.000
LC-MS/MS (+) Vaccenic acid 1.022£0.055 | 1.026+0.035 | 0.972 | 0.865+0.052 | 0.123 | 1.043 £0.037 |0.831
LC-MS/MS (+) Vitamin A 1.251+0.092 | 0.624+0.155 | 0.001 | 0.75+0.271 |0.029 | 0.874+0.205 [0.064

SH: Standart hata. p<0,05 (koyu) kontrol grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli lipitler.
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4.1.7. Doku Orneklerine ait Cok Degiskenli Veri Analizleri

Doku orneklerinden gergeklestirilen metabolomik ve lipidomik analizlerden
elde edilen veriler birlestirilerek biitiinlesik omiks verisi olusturulmus ve bu veri
matrisi ¢cok degiskenli veri analizleri ile incelenmistir. Oncelikle PCA grafikleri
olusturularak veri setinde herhangi bir aykir1 deger ve sistemik hata olup olmadig:
belirlenmistir (Sekil 4.17.). Aykir1 degerler veri setinden uzaklagtirildiktan sonra tim
gruplar icin gruplar arasindaki farklilagsmalar PLS-DA (Sekil 4.18.) grafigi ile kontrol
grubuna karsi hasta gruplarinin ikili karsilastirmalar1 ise OPLS-DA grafikleri ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.19A., Sekil 4.20A., Sekil 4.21A.). OPLS-DA grafiklerinde
gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitler ve lipitler VIP grafikleri ile (Sekil
4.19B., Sekil 4.20B., Sekil 4.21B.), gruplar arasinda artan ve azalan metabolitler ile
lipitler (Sekil 4.19C., Sekil 4.20C., Sekil 4.21C.) ise katsay1r grafikleri ile
belirlenmistir. OPLS-DA modellerinin giivenilirligi sirasiyla model uyumu ve

tahminini saglayan R? ve Q* degerleri ile sinanmustr.
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Sekil 4.17. Doku 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait PCA skor grafigi. Sar
noktalar — GBM, kirmiz noktalar — metastaz, mor noktalar —
menenjiyom, mavi noktalar — kontrol grubu, yesil noktalar — QC.
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Sekil 4.18. Doku 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri
analizleri. A) PLS-DA skor grafigi, B) VIP grafigi.



164

Kontrol

GBM
PE P-40:4|PE P-20:0_20:4

PE(P-18:1(92)/22:6(42,72,102,132,162,192)) 4

PC 36:1|PC 10:0_26:1

PC(18:0/20:0)
PE 40:6|PE 14:0_26:6
PE 0-40:8PE 0-18:2_22:6

OPLS-DA PE 0-40:5|PE 0-18:2_22:3

2 PC 34:1|PC 16:0_18:1

GBM’de Azalan

PC 36:1|PC 16:0_20:1 9

CE (20:3)

[ CE(20:4(5Z,82,11Z,142))
>

CE (18:0)

CE (22:3)1

)
)

_____ TG 50:1|TG 16:0_16:0_18:1

26:6
22:6
18:

cholest-5-en-3beta-yl (11Z,14Z-eicosadienocate)]

CE (22:3)
CE (20:3)
4:0_

8:2_22:3

w
o

8:2

PC(P-18:0/18:4(62,92,122,152))

CE(18:1(92))
CE(20:1(112))

CE(20:1(112))

CE(18:1(92))

PC(20:2(112,142)/16:0)
PC 36:1|PC 10:0_26:1
PC 36:1|PC 16:0_20:1
PC 34:1|PC 16:0
uepy sp.NED

PE P-40:4|PE P-20:0_20:4
PE 40:6|PE

CE(20:4(52,82Z,

P C(20:2(112,142)/16:0)

PC(18:1(92)/120:2(112,142))
TG 50:1|TG 16:0_16:0_18:

PE 0-40:5|PE O-
PE 0-40:8|PE O-

PC(P-18:0/18:4(6Z,9Z,

PC(18:1(92)/20:2(112,142))
0.02 -0.01 0.0 0.01 0.02

KATSAYI

PE(P-18:1(92)/22:6(42,7Z,10Z,13Z,162,192))

cholest-5-en-3beta-yl (11Z,14Z-eicosadienoate)

Sekil 4.19. Doku orneklerinden biitlinlesik omiks verilerine ait ¢cok degiskenli veri
analizleri (GBM ve kontrol grubu). A) OPLS-DA skor grafigi (R%: 0.995,
Q%:0.903), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.
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Sekil 4.20. Doku 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri
analizleri (menenjiyom ve kontrol grubu). A) OPLS-DA skor grafigi (R*:
0.990, Q%:0.958), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.



165

A Metastaz
' 6

Kontrol

PE(P-18:1(92)/22:6(42,72,102,132,162,192))

PE P-40:4|PE P-20:0_20:4
PC(16:0/18:1(112))

PE 40:6|PE 14:0_26:6

PC 36:1|PC 10:0_26:1

PC 34:0/PC 17:0_17:04

PS(P-16:0/20:0) 7

OPLS-DA

P SM(d18:0/18:1(92))

Metastaz Azalan

0
B 1.00033 * o1,

PE 0-40:8PE 0-18:2_22:6

PE(20:0/18:4(62,92,122,152))

PC 34:1|PC 16:0_18:1

LED PE 0-40:5[PE 0-18:2_22:3

>
15 PE 38:6|PE 19:3_19:3

PC 36:1|PC 16:0_20:1

~ 2 DG 34:2|DG 16:0_18:24

26:6

SM(d18:0/16:1(92))

0_17:0
6:0_18:1
112,142))
6:0/20:0)
6:0_18:
9:3_19

esterone
7:0

Hydroxyprogesterone

2,132,162,192))
CE

62,92,122,152))
PE 0-18:2_22:3
|PC 16:0_20:1

6|PE 14:0

PS(P-

- CE(18:1(92))

® 3 & o

uepy zejsejop

SM(d18:0

PC(20:2(112,142)/16:0) 7

PC 36:1|PC 10:0_26:1

Hydroxyprog
PC 34:0/PC
PC 34:1|PC
PC(20:2(11Z,
DG 34:2|DG
PE 38:6|PE

PC 36:

PE P-40:4|PE P-20:0_20:4
PE 0-40:8|PE 0-18:2_22:6
PC(18:1(92)/20:2

PE 0-40:5]

P C(18:1(92)/20:2(112,142))

PE(20:0/18:4

T T T 1
-0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02

KATSAYI

PE(P-18:1(92)/22:6(42,7Z,1

Sekil 4.21. Doku orneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait ¢cok degiskenli veri
analizleri (metastaz ve kontrol grubu). A) OPLS-DA skor grafigi (R*:
0.990, Q*:0.923), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.

4.1.8. Doku Orneklerine ait Biyobelirte¢ Analizi

Doku 6rneklerine ait potansiyel biyobelirteclerin kontrol grubuna karsi hasta
gruplar1 (GBM, menenjiyom ve metastaz) i¢in ayirt edici giicii cok degiskenli ROC
egrisi analizleri ile dogrulanmistir. Bu amagla GBM, menenjiyom ve metastaz
hastalari ile kontrol grubuna ait doku 6rneklerinden yapilan metabolomik ve lipidomik
analizler sonucunda LOESS algoritmasina gore normalize edilmis biitiinlesik omiks
verisi MetaboAnalyst platformuna yiiklenmis ve biyobelirteg analizleri
gerceklestirilmistir. Olusturulan ROC (Receiver Operating Characteristic) egrileri
platform tarafindan Monte-Carlo capraz validasyonu (MCCV) tarafindan dengeli alt
ornekleme kullanilarak olusturulmakta ve her bir MCCV’de molekiiler tiirlerin
Oonemini degerlendirmek icin Orneklerin tigte ikisi kullanilmaktadir. Daha sonra
belirlenen sayida (ilk 5, 10, ... 100 gibi) 6nemli olan molekiiler tiirler disarida kalan
orneklerin {igte birinde valide edilerek siniflandirma modeli olusturmak igin
secilmektedir. Doku oOrnekleri i¢in PLS-DA yontemi ile simiflandirma

gerceklestirilmistir. Hasta ve kontrol gruplart ROC egrileri, en dogru tahmin giiciine
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yani en yiiksek AUC degerine sahip olan biyobelirteg modeli kullanilarak tiim
orneklerin tahmini sinif olasiklarini gosteren dagilim grafigi, artan sayida molekiiler
tiir ile biyobelirte¢ modellerinin tahmin dogrulugunu gosteren egri, 6nem sirasina gore
biyobelirteg modeline ait en o©nemli 15 molekiilii gosteren grafikler ile
degerlendirilmistir. GBM ile kontrol, menenjiyom ile kontrol ve metastaz ile kontrol
gruplar arasinda yapilan ¢ok tek degiskenli ROC egrisi tabanli kesif analizi egrileri
strastyla Sekil 4.22., Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’te verilmistir. Her bir timor grubu i¢in
ayr1 ayri olusturulan ve gruplardaki tiim 6rneklerin tahmin edilen sinif olasiliklarina
ait ¢apraz validasyon analiz sonuglarini, bir diger deyisle yanhs grup siniflandirma
olasiliklarin1 gosteren grafikler Sekil 4.22B., Sekil 4.23B. ve Sekil 4.24B.’de
sunulmustur. Ornegin Sekil 4.22B’de yer alan grafikte 12 GBM hastasmin kontrol
grubunda yer alan 36 bireyden farklilagsarak siniflandigi goriilmektedir. Bu grafik
olusturulan biyobelirte¢ modeli ile GBM hastalarina dogru teshis koyulabilecegi ve bu
hastalarin saglikli bireylerden ayirt edilebilecegini gostermektedir. GBM, menenjiyom
ve akciger kanseri beyin metastazi timor gruplar igin Sekil 4.22C., Sekil 4.23C. ve
Sekil 4.24C.’de yer alan ve biyobelirte¢ modellerinin tahmin dogrulugunu gosteren
egrilerde artan sayida molekiiler tiir ile modellerin tahmin dogrulugu arasinda ciddi
farklar olmadig1 goriilmiis ve bu nedenle biyobelirte¢ modelleri en 6nemli 15 aday
biyobelirteg i¢in olusturulmustur. Onem sirasina gore her bir timdr grubu icin en

onemli 15 aday biyobelirte¢ Sekil 4.22D., Sekil 4.23D. ve Sekil 4.24D.’de verilmistir.
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Sekil 4.22. Doku 6rneklerinden GBM hastalari ile kontrol grubunun karsilastrilmasina

ait ¢ok degiskenli ROC egrisi tabanli kesif analizi egrileri. A) ROC egrileri
grafigi, B) Orneklerin tahmini sinif olasiliklar1, C) Artan sayida molekiiler
tiir ile biyobelirteg modellerinin tahmin dogrulugu, D) Biyobelirteg

modeline ait en onemli 15 molekiil.
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Sekil 4.23. Doku Orneklerinden menenjiyom hastalar1 ile kontrol grubunun
karsilastrilmasina ait ¢cok degiskenli ROC egrisi tabanli kesif analizi
egrileri. A) ROC egrileri grafigi, B) Orneklerin tahmini simif olasiliklar,
C) Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirtec modellerinin tahmin
dogrulugu, D) Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 15 molekiil.
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Sekil 4.24. Doku 6rneklerinden akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin
tiimorlii hastalar ile kontrol grubunun karsilastrilmasina ait ¢ok degiskenli
ROC egrisi tabanli kesif analizi egrileri. A) ROC egrileri grafigi, B)
Orneklerin tahmini sinif olasiliklari, C) Artan sayida molekiiler tiir ile
biyobelirte¢ modellerinin tahmin dogrulugu, D) Biyobelirte¢ modeline ait

en onemli 15 molekdl.
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4.2. Plazma Orneklerine ait Metabolomik ve Lipidomik Analiz Sonuclar

GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin
tiimorlii hastalar ile kontrol grubuna ait plazma 6rneklerinin metabolomik ve lipidomik
analizleri i¢in analitik yontemler oncelikle optimize edilmis ve ardindan gergek
orneklere uygulanmistir. Plazma Ornekleri ile yapilan metabolomik ve lipidomik
analizlerde Bolim 4.1.°de doku ornekleri ile yapilan c¢alismaya dahil edilen
bireylerden toplanan plazma 6rnekleri kullanilmistir. Plazma o6rneklerinden yapilan
metabolomik ve lipidomik analizler i¢in deneysel tasarimlar ile gelistirilen ve optimize
edilen analitik yontemler doku 6rnekleri (Boliim 4.1.) i¢in yapilan ¢aligmalara benzer

sekilde yiiriitiilmiis ve yorumlanmistir.

4.2.1. Metabolitlerin ve Lipitlerin Tiiketme Basamaginin Optimizasyonu

Plazma orneklerinden bes farkli ¢oziiciinlin metabolitlerin tiiketilmesine olan
etkileri Boliim 4.1.1.’deki gibi D-optimal karigimi tasarimi ile degerlendirilmistir.
Analizler hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS ile gerceklestirmis ve elde edilen pik
alanlar1 toplanarak cevap degiskeni olarak kullanilmistir.  Sistematik hatay1
engellemek i¢in deneyler rastgele siralanarak analizler gergeklestirilmistir. Faktorlere

ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.13.’te verilmistir.
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Tablo 4.13. Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in D-optimal karisim
tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3  Faktor4 Faktor 5 Cevap
Deney A:Metanol B:Asetonitril C:Aseton D:Etanol  E:Su TPA
1# 0.0 800.0 0.0 0.0 0.0 698329138
2 0.0 400.0 400.0 0.0 0.0 687583501
3" 87.5 87.5 87.5 387.5 150.0 729173859
4 0.0 600.0 0.0 0.0 200.0 714568367
5% 0.0 0.0 600.0 0.0 200.0 694901039
6" 0.0 0.0 0.0 800.0 0.0 668008642
7" 150.0 150.0 150.0 150.0 200.0 731688014
8" 400.0 400.0 0.0 0.0 0.0 715785730
9 0.0 0.0 400.0 400.0 0.0 626093702
10 0.0 0.0 0.0 800.0 0.0 678128732
11 0.0 0.0 0.0 600.0 200.0 682711822
12 0.0 400.0 0.0 400.0 0.0 663927902
13 400.0 0.0 400.0 0.0 0.0 683530261
14 800.0 0.0 0.0 0.0 0.0 761651136
15 0.0 800.0 0.0 0.0 0.0 698810535
16° 87.5 387.5 87.5 87.5 150.0 740992588
17 400.0 400.0 0.0 0.0 0.0 744690756
18" 800.0 0.0 0.0 0.0 0.0 803234146
19 400.0 0.0 0.0 400.0 0.0 693337133
20 600.0 0.0 0.0 0.0 200.0 801767278
21° 87.5 87.5 387.5 87.5 150.0 690154723
22 0.0 0.0 700.0 0.0 100.0 634309114
23" 387.5 87.5 87.5 87.5 150.0 753027981
24 0.0 0.0 800.0 0.0 0.0 613000596
25% 400.0 0.0 0.0 400.0 0.0 685999510

* Uyum eksikligi noktasi, *Tekrar noktas.
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Yazilim tarafindan deneysel tasarim ic¢in dogrusal bir model Onerilmistir.
Onerilen modelin gegerliligi ANOVA ve uyum istatistikleri ile degerlendirilmistir
(Tablo 4.14.).

Tablo 4.14. Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢cin D-optimal karigim
tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplamm SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 4731 x 10" 4 1.183 x 10" 32.89/1.6x 10®
Dogrusal Karisim 4.731x 10'¢ 4 1.183x 10'¢ 32.89/1.6x 10
Artik 7.192x 10" 20 3.596 x 10"
Uyum Eksikligi 5.832x 10" 15 3.888 x 10" 1.43/0.3680
Saf Hata 1.361 x 10" 5 2.721x 10"
DKT 5.450x 10' 24

Uyum Istatistikleri

SS 1.896 x 10’ R? 0.8680
Ortalama 7.038 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R? 0.8416/0.7888
% BSS 2.69 Yeterli Hassasiyet 20.6750

BSS: Bagil standart sapma, DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi.

ANOVA ve uyum istatistik analiz sonuglaria gore gecerli bulunan modele ait
elde edilen cevaplarin aykiri deger ve normallik varsayimi kontrolii tami araglari ile

saglanmistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in D-optimal karisim
tasarimina ait aykirt degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi
kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi B) Analiz sirasina gore artiklarin

grafigi.
En yiiksek isteklilik degerine sahip oneri doku drneklerinden metabolitlerin
tilkketilmesinde optimum ¢oziicii karisimi olarak belirlenmistir. Buna gore en yiiksek

isteklilik degeri 0,952 bulunmus ve elde edilen rampa grafigi Sekil 4.26.”da verilmistir.
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Sekil 4.26. Plazma 6rneklerinden metabolitlerin tiiketilmesi i¢in en yiiksek isteklilik
degerine sahip optimum ¢oziicii karisimin1 gosteren rampa grafigi

Plazma oOrneklerinden diklorometan, hegzan, kloroform MTBE

c¢oziiciilerinin lipitleri tiiketme verimlilikleri PLS-DA, Biplot ve her bir ¢6ziiciiye ait

Ve

toplam pik alani degerleri kullanilarak ¢izilen bar grafikleri ile degerlendirilmistir
(Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. Diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE ¢dziiciilerinin plazma
orneklerinden lipitlerin tiiketilmesine olan etkilerinin incelenmesi. A)
PLS-DA grafigi, B) Biplot, C) Bar grafigi. MTBE’e ait aykir1 bir deger
veri setinden ¢ikartilmistir.
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4.2.2. GC-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Tiirevlendirme

Basamaginin Optimizasyonu

Plazma 6rneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme
basamagma ait optimum kosullart belirlemek i¢in Boliim 4.1.2.°de belirten
metoksiaminasyon ve sililasyon reaksiyonlarini etkileyebilecek 8 faktoriin etkisi iki
seviyeli kismi faktoriyel tasarim ile degerlendirilmistir. Sistematik hatay1 engellemek
icin deneyler rastgele siralanarak analizler gerceklestirilmistir. Faktorlere ait seviye

degerleri ve cevaplar Tablo 4.15.’te verilmistir.
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Tablo 4.15. Plazma 6rneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Faktor 8 Cevap
Deney A:Metanol  B:Tiketme C:MeOX D:MeOX ~ E:MeOX F:MeOX 'G:MSTFA H:MSTFA TPA
Hacmi Stiresi Derisimi Hacmi Ink.Sicakligt  Ink.Stiresi  Ink.Sicakligi  Ink. Siiresi
uL dak mg/mL uL °C dak °C dak
1 600 1.5 30 20 30 30 70 120 82053957
2 700" 1 20 30 50 75 50 75 65257913
3 700" 1 20 30 50 75 50 75 63243446
4 600 0.5 10 20 30 30 30 30 64135914
5 600 1.5 30 40 30 120 30 30 63533200
6 600 0.5 10 40 30 120 70 120 62239306
7 800 0.5 10 40 70 120 30 30 60071642
8 700" 1 20 30 50 75 50 75 71650563
9 800 0.5 10 20 70 30 70 120 62390054
10 800 0.5 30 20 30 120 30 120 75373613
11 800 1.5 30 40 70 120 70 120 76259099
12 600 0.5 30 40 70 30 30 120 72661355
13 800 1.5 30 20 70 30 30 30 64075141
14 600 1.5 10 20 70 120 30 120 67900766
15 600 1.5 10 40 70 30 70 30 55398192
16 800 0.5 30 40 30 30 70 30 70401411
17 600 0.5 30 20 70 120 70 30 74083545
18 700" 1 20 30 50 75 50 75 71610452
19 800 1.5 10 20 30 120 70 30 57562492
20 800 1.5 10 40 30 30 30 120 70095886
21 700" 1 20 30 50 75 50 75 64571862

* Merkez nokta, Ink: Inkiibasyon.
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Iki seviyeli kismi faktdriyel tasarima ait model secimi ve istatistiksel olarak

anlaml faktorler Sekil 4.28.°de verilen Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile

belirlenmistir.
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Sekil 4.28. Plazma o6rneklerinden yapilan GC-MS temelli metabolomik analizlerin
tirevlendirme ve Ornek hazirlama basamagini etkileyen istatistiksel
olarak 6nemli faktorler. A) Yari-Normal grafik. Mavi kare — negatif etki,
turuncu kare— pozitif etki, B) Faktorlerin cevap degiskeni {izerindeki
etkisini gosteren Pareto grafigi. Kirmizi yatay ¢izgi — Bonferroni limiti,

siyah yatay cizgi — t-degeri limiti.

Iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim igin dnerilen modelin gergerliligi ANOVA

ve uyum istatistikleri ile dogrulanmig (Tablo 4.16.) ve modele ait elde edilen

cevaplarin aykirt deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglar1 ile saglanmistir

(Sekil 4.29.).
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Tablo 4.16. Plazma orneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel

tasarima ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 7.969 x 10" 5 1.594 x 10" 24.57/1x10°
A 2.086 x 10" 1 2.086 x 10" 0.3215/0.5791
C 3.866 x 10" 1 3.866 x 10" 59.58/1.3x 10°°
D 1.788 x 10" 1 1.788 x 10" 2.76/0.1176
H 2.228 x 10" 1 2228 x 10" 34.35/3.1x10°
AD 1.675 x 10" 1 1.675x 10" 25.82/0.0001
Artik 9.732x 10" 15 6.488 x 10"
Uyum Eksikligi 3.175x 10" 11 2.886 x 10" 0.1761/0.9901
Saf Hata 6.557 x 10" 4 1.639 x 10"
DKT 8.942 x 10 20

Uyum Istatistikleri
SS 2.547 x 10° R? 0.8912
Ortalama 6.736 x 10’ Diizeltilmis/Tahmini R? 0.8549/0.8325
% BSS 3.78 Yeterli Hassasiyet 19.0087

A: Metanol hacmi, C: MeOX derisimi, D: MeOX hacmi, H: MSTFA + %1TMCS inkiibasyon siiresi,
AD: Metanol hacmi-MeOX hacmi ikili etkilesimi. BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis Kareler
Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma

A

Normal % Probability

Normal Plot of Residuals
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200 _|
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Sekil 4.29. Plazma orneklerinin tlirevlendirilmesi i¢in iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarima ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi
kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi B) Analiz sirasina gore artiklarin
grafigi.
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Plazma orneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme
ve Ornek hazirlama basamagina ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi Sekil

4.30.’da sunulmustur.
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Sekil 4.30. Plazma o6rneklerinden yapilan GC-MS temelli metabolomik analizlerin
tirevlendirme ve Ornek hazirlama basamagi i¢in optimize edilmis
kosullar1 gdsteren model grafigi.

4.2.3. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Ornek Hazirlama

Basamaginin Optimizasyonu

Boliim 4.1.3’teki gibi metanol-su hacim orani, tiiketme siiresi ve ugurulan
orneklerin yeniden ¢6ziinmesinde kullanilan hareketli faz bilesiminin (%ACN) plazma
orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama
basamagina olan etkileri iki seviyeli tam faktoriyel tasarim ile degerlendirilmistir.
Analizler sistematik hatayr engellemek icin deneylerin rastgele siralanmasi ile
gerceklestirilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.17.°de

verilmistir.
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Tablo 4.17. Plazma orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap

Deney  A:Metanol Hacmi B:Tiiketme Siiresi  C:Asetonitril TPA

L dak %
1 800 0.5 50 308280855
2 600 1.5 100 275458915
3 600 0.5 50 322591141
4 800 1.5 50 323630978
5 600 0.5 50 304845586
6 600 1.5 100 266272919
7 600 0.5 100 267750220
8 800 1.5 50 324602387
9 600 1.5 50 316019782
10 600 1.5 50 311741692
1 800 0.5 50 314508833
12 600 0.5 100 251068874
13 800 0.5 100 258171720
14 800 1.5 100 251149141
15 800 1.5 100 256425812
16 800 0.5 100 265531010

Iki seviyeli tam faktdriyel tasarima ait model segimi ve istatistiksel olarak
anlamli faktorler Sekil 4.31.°de verilen Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile

belirlenmistir.
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Sekil 4.31. Plazma oOrneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 0rnek hazirlama basamagini etkileyen istatistiksel olarak
onemli faktorler. A) Yari-Normal grafik. Mavi kare — negatif etki,
turuncu kare— pozitif etki, B) Faktorlerin cevap degiskeni lizerindeki
etkisini gosteren Pareto grafigi. Kirmizi yatay ¢izgi — Bonferroni limiti,

siyah yatay ¢izgi — t-degeri limiti.

Onerilen modelin gergerliligi ANOVA ve uyum istatistikleri ile dogrulanmis

(Tablo 4.18.) ve modele ait elde edilen cevaplarin aykir: deger ve normallik varsayimi

kontrolii tan1 araglari ile saglanmistir (Sekil 4.32.).

Tablo 4.18. Plazma orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamag: i¢in iki seviyeli tam faktoriyel

tasarima ait ANOV A ve uyum istatistiklerine ait sonuglar.

ANOVA

Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 1.179 x 10'° 1 1.179 x 10'° 182.37/2 x 107
C-%ACN 1.179 x 10'° 1 1.179 x 10'° 182.37/2 x 107
Artik 9.054 x 10" 14 6.467 x 10"

Uyum Eksikligi 4.966 x 10" 6 8.276 x 10" 1.62/0.2578
Saf Hata 4.088 x 10" 8 5.110x 10"

DKT 1.270 x 10" 15

Uyum Istatistikleri

SS 8.042 x 10° R? 0.9287
Ortalama 2.886 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9236/0.9069

% BSS 2.79 Yeterli Hassasiyet 19.0981

BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart

sapma
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Normal Plot of Residuals Residuals vs. Run
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Sekil 4.32. Plazma Orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in iki seviyeli tam faktoriyel
tasarima ait aykiri degerlerin belirlenmesi ve normallik varsayimi
kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi, B) Analiz sirasina gore artiklarin
grafigi.

Plazma o6rneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek

hazirlama basamagina ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi Sekil 4.33.’te

sunulmustur.
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Sekil 4.33. Plazma oOrneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin 6rnek hazirlama basamagi i¢in optimize edilmis kosullari

gosteren model grafigi.

4.2.4. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

Hareketli faz akis hizi, kolon sicakligi ve hareketli fazdaki FA yiizdesi Bolim

4.1.4°teki gibi Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmistir. Sistematik hatay1
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engellemek i¢in deneyler rastgele siralanarak analizler gergeklestirilmistir. Faktorlere

ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.19°da verilmistir.

Tablo 4.19. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap
Deney A:FA B:Akis Hiz1 C:Kolon sicakligi
TPA
% mL/min °C
I 0.1 0.3 45 257668319
2 0.05 0.25 45 199824620
3 0.1 0.3 45 247236809
4 0.15 0.35 45 144658613
5 0.05 0.3 60 140638360
6 0.1 0.25 30 317180219
7 0.1 0.35 30 276090625
8 0.15 0.3 30 200377138
9 0.05 0.35 45 130722554
10 0.1 0.25 60 255544041
11 0.1 0.35 60 160215656
12° 0.1 0.3 45 257236809
13 0.05 0.3 30 198522093
14 0.15 0.3 60 142109634
15 0.15 0.25 45 200446603
" Merkez nokta.

Deneysel tasarim i¢in kuadratik bir model 6nerilmis ve modelin gergerliligi
ANOVA ve uyum istatistikleri ile dogrulanmistir (Tablo 4.20.). Modele ait elde edilen
cevaplarin aykirt deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglar ile saglanmigtir

(Sekil 4.34.).
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Tablo 4.20. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler
icin Box-Behnken tasarimma ait ANOVA ve uyum istatistikleri

sonugclari.
ANOVA
Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 4.609 x 10" 9 5.121x 10" 44.71/0.0003
A 3.998 x 10" 1 3.998 x 10" 0.3491/0.5803
B 8.535x 10" 1 8.535x 10" 74.52/0.0003
C 1.078 x 10" 1 1.078 x 10" 94.12/0.0002
AB 4432x 10" 1 4432x 10" 0.3869/0.5612
AC 3.682x 10" 1 3.682x 10" 0.0003/0.9864
BC 7.355x 10" 1 7.355x 10" 6.42/0.0523
A? 2.574x 10" 1 2.574x 10" 224.7/2.4x10°
B2 9.982 x 10" 1 9.982 x 10" 0.0871/0.7797
C2 7.815x 10" 1 7.815x 10" 0.0007/0.9802
Artik 5.727 x 10" 5 1.145x 10"
Uyum Eksikligi 5.030x 10" 3 1.677 x 10" 4.81/0.1768
Saf Hata 6.967 x 10" 2 3.483x 10
DKT 4.666 x 10' 14
Uyum istatistikleri
SS 1.070 x 10’ R? 0.9877
Ortalama 2.086 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9656/0.8242
% BSS 5.13 Yeterli Hassasiyet 20.2997

A: Formik asit (%), B: Akis hizi, C: Kolon sicakligi. BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis
Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma
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Normal Plot of Residuals Residuals vs. Run
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Sekil 4.34. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler igin
Box-Behnken tasarimina ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik
varsayimi kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi, B) Analiz sirasina gore
artiklarin grafigi.

Plazma Orneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
kromatografik ayirim parametrelerine ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi

Sekil 4.35.’de sunulmustur.
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Sekil 4.35. Plazma oOrneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin kromatografik parametrelerine ait optimize edilmis kosullar
gosteren model grafigi.

4.2.5. LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizlerin Kromatografik

Kosullarinin Optimizasyonu

LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizler i¢in de hareketli faz akis hizi, kolon
sicaklig1 ve hareketli fazdaki FA yiizdesi Boliim 4.2.4°e benzer sekilde Box-Behnken
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tasarimi ile optimize edilmis ve analizler sistematik hatay1 engellemek icin rastgele
gerceklestirilmistir. Faktorlere ait seviye degerleri ve cevaplar Tablo 4.21.°de

verilmistir.

Tablo 4.21. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait faktorler, seviyeler ve cevaplar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap
Deney A:FA B:Akis Hiz1 C:Kolon Sicakligi
TPA
% mL/min °C
I 0.1 0.3 45 1355348679
2 0.05 0.25 45 1593641303
3" 0.1 0.3 45 1329835910
4 0.15 0.35 45 1025631687
5 0.05 0.3 60 1828733704
6 0.1 0.25 30 1084091208
7 0.1 0.35 30 1045728582
8 0.15 0.3 30 1102953564
9 0.05 0.35 45 1176676633
10 0.1 0.25 60 1821864309
11 0.1 0.35 60 1407719226
127 0.1 0.3 45 1313815894
13 0.05 0.3 30 1090209119
14 0.15 0.3 60 1410149313
15 0.15 0.25 45 1149912044
" Merkez nokta

Deneysel tasarim icin Onerilen kuadratik modelin gercerliligi ANOVA ve
uyum istatistikleri ile dogrulanmistir (Tablo 4.22.). Modele ait elde edilen cevaplarin

aykir1 deger ve normallik varsayimi kontrolii tan1 araglari ile saglanmistir (Sekil 4.36.).
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Tablo 4.22. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait ANOVA ve uyum istatistikleri sonuglari.

ANOVA

Kaynak Kareler Toplamn  SD  Kareler Ortalamasi F/p-degeri
Model 9.627 x 10" 9 1.070 x 10" 79.96/7.2x10°
A 1.252 x 10" 1 1.252 x 10" 93.55/0.0002
B 1.234 x 10" 1 1.234 x 10" 92.27/0.0002
C 5.754 x 10" 1 5.754 x 10" 430.1/4.8x10°
AB 2.142x 10" 1 2.142x 10" 16.01/0.103
AC 4.651 x 10" 1 4.651 x 10" 34.77/0.0020
BC 3.530x 10" 1 3.530x 10" 26.39/0.0037
A2 5.670 x 10" 1 5.670 x 10" 4.24/0.0946
B2 1.214x 10' 1 1.214 x 10" 9.08/0.0297
C2 1.522x 10" 1 1.522 x 10" 11.38/0.0198
Artik 6.689 x 10'° 5 1.338 x 10
Uyum Eksikligi 5.811x 10" 3 1.937x 10" 4.42/0.1902
Saf Hata 8.775x 10" 2 4388 x 10"
DKT 9.694 x 10" 14

Uyum istatistikleri
SS 3.658 x 10’ R? 0.9931
Ortalama 1.316 x 10° Diizeltilmis/Tahmini R? 0.9807/0.9020
% BSS 2.78 Yeterli Hassasiyet 27.3813

A: Formik asit (%), B: Akis hizi, C: Kolon sicakligi. BSS: Bagil standart sapma DKT: Diizeltilmis
Kareler Toplami, SD: Serbestlik Derecesi, SS: Standart sapma
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Sekil 4. 36. Plazma orneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan lipidomik analizler i¢in
Box-Behnken tasarimina ait aykir1 degerlerin belirlenmesi ve normallik
varsayimi kontrolii. A) Artiklarin normal grafigi, B) Analiz sirasina gore
artiklarin grafigi.

Plazma oOrneklerinden LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlerin
kromatografik ayirim parametrelerine ait optimum kosullar1 gosteren model grafigi

Sekil 4.37.’de sunulmustur.
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Sekil 4.37. Plazma 6rneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlerin
kromatografik parametrelerine ait optimize edilmis kosullar1 gdsteren
model grafigi.

4.2.6. Plazma Orneklerine ait Tamimlanan Metabolitler, Lipitler ve

Istatistiksel Analiz Sonuclar

Doku o6rneklerinden yapilan (Boliim 4.1.6.) metabolomik ve lipidomik
calismalarda yer alan bireylerden toplanan plazma oOrneklerinden (n=72)

gerceklestirilen metabolomik ve lipidomik analizler sonucunda elde edilen ham
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verilerin islenmesinin ardindan tanimlanan metabolit ve lipit sayilar1 Sekil 4.38.’te

verilmistir.

72 Ornek

72 Ornek

p— Tamimlanan Metabolit
x BSS %30 < x
S — o e 67
© Filtreleme 2
o
72 Ornek
—_—
T T Tanimlanan Metabolit
MS-DIAL Metabolomiks & ¥ BSS%30< | =& .| Ms1:25(+),10()
- B -
LC-qTOF-MS 3% Filteleme 88 MS/MS: 18 (+) 23 )
™ -
72 Ornek
—_—

Tamimlanan Lipit

MST1: 0 (+), 12 ()
> | MS/MS:42(+) 39 ()

BSS %30 <

Filtreleme

17299 Pik (+)
1396 Pik (-)
3223 Pik (+)
434 Pik ()

Sekil 4.38. Plazma orneklerinden yapilan metabolomik ve lipidomik analizler
sonucunda elde edilen ham verilerin islenmesinin ardindan tanimlanan
metabolit ve lipit sayilari.

Metabolomik Analiz Sonuclari

Plazma ornekleri ile gergeklestirilen GC-MS ve LC-qTOF-MS temelli
metabolomik analizlere ait kromatogramlar Sekil 4.39.’da tanimlanan metabolitlerin
listesi ve istatistiksel analiz sonuglar1 ise Tablo 4.23.’te verilmistir. Toplamda 143
metabolit tanimlanmistir. Kontrol grubu ile GBM hastalar1 arasinda GC-MS, LC-
qTOF-MS pozitif, LC-qTOF-MS negatif iyonizasyon modunda tanimlanan
metabolitlerden sirasiyla 5, 3 ve 5 metabolit, kontrol grubu ile menenjiyom hastalari
arasinda 6, 2 ve 4 metabolit ve kontrol grubu ile akciger kanseri beyin metastazi tanisi
konulan beyin tiimorlii hastalar arasinda ise 6, 2 ve 7 metabolit istatistiksel olarak

anlamli (p<0,05) bulunmustur.
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Sekil 4.39. Plazma 6rneklerinden metabolomik analizlere ait 6rnek kromatogramlar.
A) GC-MS, B) LC-qTOF-MS pozitif ve negatif iyonizasyon.



Tablo 4.23. Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama = SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS 3-indoleacetic acid 0.827+£0.095 | 1.113+£0.321 | 0.251 | 0.781+0.116 | 0.799 | 1.624+0.514 | 0.021
LC-MS (+) (92,127)-9,12-octadecadienoic acid 1.063 +£0.096 | 0.972+0.114 | 0.614 | 0.994+0.106 | 0.701 | 0.844+0.116 | 0.230
LC-MS/MS (+) 10,20-Dihydroxyeicosanoic acid 0.996£0.056 | 1.019+0.084 | 0.830 | 0.949+0.083 | 0.666 | 1.043+0.087 | 0.668
LC-MS (+) 11A-Acetoxyprogesterone 1.053 £0.033 0.971+0.06 | 0.221 | 0.916+0.075 | 0.060 | 0.954+0.070 | 0.159
LC-MS/MS (+) 1-Acetoxy-2-hydroxy-16-heptadecyn-4-one 1.055+0.062 | 0.991+0.054 | 0.573 | 0.888+0.062 | 0.146 | 0.956+0.109 | 0.428
LC-MS/MS (-) 1-Phenyl-2-pentanol 0.942 +£0.091 1.240+£0.205 | 0.136 | 1.011+0.135 | 0.697 | 0.925+0.190 | 0.931
GC-MS 2,3-dimethylsuccinic acid 1.148+0.126 | 0.921+0.102 | 0.323 | 0.732+0.076 | 0.070 | 0.904+0.110 | 0.292
GC-MS 2-hydroxybutyric acid 1.095+0.109 | 1.009+0.104 | 0.666 | 0.804+0.044 | 0.135 | 0.901 £0.129 | 0.345
LC-MS (+) 2-Myristoylglycerol 1.017+0.033 | 0.988+0.031 | 0.634 | 0.968 +£0.044 | 0.437 | 0.992+0.084 | 0.741
LC-MS (+) 3,5-diiodo-L-thyronine 0.972+0.034 | 1.079+0.055 | 0.118 | 0.929+0.060 | 0.528 | 1.076+0.068 | 0.149
LC-MS (+) 3-aminoisobutanoate 1.008 +0.036 0.966+0.03 | 0.517 | 1.004+0.029 | 0.950 | 1.007 +0.034 | 0.986
LC-MS/MS (-) 3b,12a-Dihydroxy-5a-cholanoic acid 0.684+£0.257 | 1.047+0.304 | 0.453 | 1.461+0.934 | 0.267 | 1.438+0.659 | 0.202
LC-MS/MS (-) 3-carboxy-4-methyl-5-pentyl-2-furanpropanoic acid 1.094 £0.166 | 0.868 +0.137 | 0.455 | 1.027+0.175 | 0.829 | 0.823+0.142 | 0.373
LC-MS (-) 3-hydroxybutanoic acid 0.991 £ 0.061 1.082+0.043 | 0.408 | 0.904 +£0.069 | 0.443 | 1.042+0.044 | 0.640
GC-MS 3-indolelactic acid 1.092+0.089 | 0.927+0.119 | 0.337 | 0.813+0.140 | 0.118 | 0.984+0.218 | 0.590
LC-MS/MS (-) 3-Indolepropionic acid 0.602+0.133 | 1.177+0.424 | 0.092 | 1.850+0.202 | 0.000 | 1.167+0.366 | 0.075
LC-MS (-) 3-Methylcrotonylglycine 0.962+0.069 | 1.075+0.172 | 0.468 | 1.024+0.115 | 0.652 | 1.015+0.083 | 0.683
LC-MS(-) 3-Methylindole 0.779 £0.101 1.306 £0.414 | 0.078 | 0.765+0.142 | 0.942 | 1.594+0.504 | 0.019
LC-MS/MS (-) 3-Oxooctadecanoic acid 1.049£0.153 | 0.818+0.135 | 0.409 | 1.420+0.301 | 0.247 | 0.615+0.070 | 0.114
GC-MS 3-phenyllactic acid 1.013+0.101 1.042+0.103 | 0.878 | 1.007+£0.081 | 0.973 | 0.911+0.101 | 0.584
GC-MS 5-hydroxy-I-tryptophan 1.057 £ 0.081 0.95+0.026 | 0.457 | 0.931+0.020 | 0.381 | 0.950+0.028 | 0.456
GC-MS 6-deoxy-d-glucose 0.994+0.092 | 1.073+0.185 | 0.680 | 0.890+0.111 | 0.550 | 1.056+0.132 | 0.728
LC-MS/MS (-) 6-Hexyl-1,4-dioxan-2-one 0.987+£0.094 | 0.904+0.139 | 0.651 | 1.057+0.088 | 0.687 | 1.079+0.131 | 0.611
LC-MS/MS (-) 7-Hydroxyoctadecanoic acid 0.989+0.064 | 1.029+0.153 | 0.777 | 1.112+0.166 | 0.404 | 0.893+0.059 | 0.420
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Tablo 4.23. (Devam) Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama = SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

LC-MS/MS (-) 9-hydroxy-10,12-octadecadienoic acid 1.061 +£0.238 | 0.642+0.129 | 0.325 | 0.626+0.153 | 0.310 | 1.547+0.645 | 0.383
LC-MS (+) Acetoacetate 1.763 +£0.503 | 0.216+0.034 | 0.085 | 0.229+0.023 | 0.087 | 0.266+0.043 | 0.095
LC-MS (+) Adenine 1.235+0.427 | 0.833+0.138 | 0.595 | 0.640+0.102 | 0.431 | 0.823+0.167 | 0.586
GC-MS Alpha ketoglutaric acid 0.891 £0.068 | 1.005+0.152 | 0.444 | 1.056+0.186 | 0.305 | 1.266+0.270 | 0.059
LC-MS/MS (-) Androsterone sulfate 0.956+0.164 | 1.026+0.276 | 0.830 | 1.569+0.610 | 0.177 | 0.538+0.082 | 0.157
GC-MS Arabitol 0.962+0.069 | 0.982+0.125 | 0.886 | 0.903 +£0.078 | 0.647 | 1.228+0.218 | 0.129
GC-MS Asparagine 0.982+0.076 | 1.090+0.106 | 0.464 | 1.206+0.184 | 0.190 | 0.757+0.067 | 0.108
GC-MS Aspartic acid 1.041 +£0.087 | 1.106+0.158 | 0.714 | 0.785+0.097 | 0.122 | 0.987+0.119 | 0.748
LC-MS/MS (+) C17_Sphingosine 0.953+£0.039 | 1.003+0.067 | 0.526 | 0.992+0.048 | 0.594 | 1.146+0.094 | 0.030
GC-MS Capric acid 0.947+0.058 | 0.951+0.127 | 0.974 | 1.081+0.078 | 0.228 | 1.128+0.180 | 0.210
GC-MS Cholesterol 0.984+0.093 | 0.765+0.062 | 0.194 | 1.257+0.084 | 0.114 | 1.027+0.127 | 0.810
LC-MS/MS (-) Cholic Acid 0.484+0.379 | 1.022+0.649 | 0.481 | 2.423+2.093 | 0.159 | 1.103+0.740 | 0.433
GC-MS Cis-aconitic acid 0.961+£0.035 | 1.117+0.119 | 0.096 | 1.020+0.027 | 0.363 | 0.980+0.035 | 0.776
GC-MS Citric acid 0.954+0.098 | 1.083+0.155 | 0.506 | 1.042+0.089 | 0.621 | 1.014+0.145 | 0.750
GC-MS Citrulline 0.927+0.096 | 1.264+0.168 | 0.088 | 1.022+0.182 | 0.632 | 0.931+0.148 | 0.983
GC-MS Creatinine 0.931 +£0.061 0.958+0.08 | 0.818 | 1.094+0.118 | 0.198 | 1.155+0.191 | 0.144
LC-MS (+) Cycloserine 0.900+0.174 | 1.437+0.326 | 0.138 | 0.775+0.093 | 0.687 | 1.087+0.220 | 0.574
GC-MS Cytidine 0.839+0.066 | 1.156+0.166 | 0.038 | 1.209 +0.080 | 0.004 | 1.118+0.155 | 0.060
LC-MS (-) Cytidine 3'-monophosphate 0.946+0.104 | 1.116+0.191 | 0.424 | 1.182+0.181 | 0.263 | 0.863+0.197 | 0.697
GC-MS Dehydroascorbic acid 0.716 £0.040 | 1.276+0.086 | 0.000 | 1.204+0.116 | 0.000 | 1.371+0.161 | 0.000
LC-MS/MS (-) Dehydroepiandrosterone sulfate 1.283£0.202 | 0.445+0.088 | 0.023 | 1.187+0.326 | 0.811 | 0.521+0.093 | 0.038
LC-MS/MS (+) Dehydrophytosphingosine 0.985+0.052 | 0.994+0.042 | 0.925 | 0.923+0.052 | 0.519 | 1.127+0.110 | 0.206
LC-MS/MS (+) DG(18:2n6/0:0/22:4n6) 0.989+0.047 | 1.010+0.064 | 0.821 | 0.898+0.047 | 0.297 | 1.125+0.102 | 0.184
LC-MS/MS (+) DG(24:1(15Z)/22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/0:0) 1.010+0.041 | 0.988+0.062 | 0.789 | 0.859+0.064 | 0.065 | 1.123+0.153 | 0.316
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Tablo 4.23. (Devam) Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama = SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS D-glucosaminic acid 1.080+0.104 | 1.026+0.286 | 0.827 | 0.923+0.163 | 0.443 | 0.813+0.213 | 0.225
GC-MS D-glucose 1.052+0.062 | 0.884+0.077 | 0.155 | 0.972+0.050 | 0.479 | 0.987+0.087 | 0.587
GC-MS DL-3-aminoisobutyric acid 0.992+£0.026 | 0.991+0.032 | 0.996 | 0.948+0.046 | 0.412 | 1.086+0.105 | 0.212
GC-MS DL-glyceraldehyde 0.990+0.082 | 1.127+0.100 | 0.380 | 0.959+0.149 | 0.855 | 0.944+0.095 | 0.765
GC-MS DL-isoleucine 1.080+0.104 | 0.985+0.067 | 0.607 | 0.920+0.064 | 0.389 | 0.855+0.061 | 0.226
LC-MS (+) DL-Palmitoylcarnitine 0915+£0.092 | 1.038+0.140 | 0.496 | 1.045+0.186 | 0.501 | 1.174+0.175 | 0.176
GC-MS D-malic acid 0.905+0.049 | 0.897+0.180 | 0.953 | 1.383+0.286 | 0.012 | 1.004+0.153 | 0.420
GC-MS D-sorbitol 1.024 £0.064 | 0.973+0.063 | 0.666 | 1.025+0.063 | 0.994 | 0.930+0.075 | 0.436
GC-MS D-threitol 1.000 £ 0.081 1.053+0.112 | 0.735 | 0.781+0.053 | 0.138 | 1.165+0.166 | 0.337
LC-MS/MS (-) Gamma-Linolenic acid 0.896+£0.126 | 1.015+0.246 | 0.648 | 1.152+0.226 | 0.319 | 1.145+0.335 | 0.394
GC-MS Glucosamine-1P 0.800+£0.088 | 0.998+0.219 | 0.322 | 1.347+0.275 | 0.016 | 1.256+0.236 | 0.030
GC-MS Glucose 6-phosphate 0.815+0.112 1.491 £0.305 | 0.012 | 0.985+0.125 | 0.414 | 1.079+0.319 | 0.324
GC-MS Glutamic acid 0.937+£0.122 | 1.131+£0.264 | 0.459 | 0.917+0.200 | 0.934 | 1.140+0.215 | 0.412
LC-MS (-) Glutamine 0.847+0.132 | 0.961+0.187 | 0.654 | 0.808 £0.186 | 0.878 | 1.690+0.431 | 0.015
GC-MS Glyceric acid 0.787+0.050 | 1.145+0.165 | 0.007 | 1.323+0.133 | 0.000 | 1.170+0.182 | 0.007
GC-MS Glycerol 1.033+0.078 | 0.897+0.064 | 0.338 | 1.025+0.086 | 0.956 | 0.978+0.078 | 0.701
GC-MS Glycerol 1-phosphate 1.086+0.106 | 1.048+0.164 | 0.856 | 0.818 £0.065 | 0.162 | 0.877+0.088 | 0.280
GC-MS Glycine 0.958+£0.072 | 1.102+0.080 | 0.285 | 0.993+0.105 | 0.800 | 1.031+0.113 | 0.603
LC-MS/MS (-) Glycochenodeoxycholic acid 3-glucuronide 0.639+0.067 | 0.472+0.091 | 0.198 | 1.878 +1.371 | 0.120 | 1.734+0.768 | 0.019
LC-MS/MS (-) Glycocholic acid 0.674+0.109 | 1.374+0.642 | 0.094 | 0.844+0.216 | 0.458 | 1.759+0.365 | 0.000
LC-MS (-) Glycohyodeoxycholic acid 0911+0.193 | 1.023+£0.250 | 0.760 | 1.457+0.997 | 0.409 | 0.786+0.338 | 0.749
LC-MS (+) Guanine 1.013+0.031 | 0.987+0.028 | 0.649 | 0.978 +£0.023 | 0.535 | 0.995+0.057 | 0.782
LC-MS (+) Henicosanoic acid 1.032+0.050 | 1.085+0.091 | 0.599 | 0.925+0.070 | 0.264 | 0.894+0.053 | 0.138
GC-MS Heptadecanoic acid 0.978 £0.057 | 0.989+0.059 | 0.916 | 1.084+0.056 | 0.315 | 0.995=+0.060 | 0.873
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Tablo 4.23. (Devam) Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama = SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

LC-MS/MS (-) Hippuric acid 0.716 £0.126 | 0.930+0.217 | 0.400 | 1.196+0.236 | 0.068 | 1.726+0.882 | 0.070
LC-MS (-) Hydroxyphenyllactic acid 0.880+0.082 | 1.300+0.188 | 0.022 | 1.025+0.100 | 0.350 | 1.035+0.214 | 0.413
LC-MS (-) Inosine 0.949+£0.096 | 0.586+0.228 | 0.093 | 1.178+0.476 | 0.473 | 1.390+0.658 | 0.285
GC-MS Isoleucine 1.042+0.106 | 1.057+0.145 | 0.941 | 0.897+0.155 | 0.482 | 0.921+0.088 | 0.530
LC-MS (+) Isopalmitic acid 1.052+0.057 | 0.995+0.067 | 0.600 | 0.869+0.047 | 0.084 | 0.981+0.083 | 0.525
GC-MS Itaconic acid 0.952+£0.045 | 0.957+0.071 | 0.954 | 0.998 +£0.098 | 0.631 | 1.190+0.139 | 0.037
LC-MS/MS (-) Ketoleucine 1.008 £0.078 | 1.036+0.105 | 0.847 | 0.862+0.070 | 0.310 | 1.079+0.128 | 0.645
GC-MS L-(+) lactic acid 0.963+£0.084 | 1.106+0.177 | 0.426 | 0.932+0.119 | 0.851 | 1.074+0.157 | 0.521
LC-MS (+) L-Arginine 1.302+0.394 | 0.722+0.141 | 0.407 | 0.660+0.152 | 0.359 | 0.712+0.242 | 0.405
LC-MS (+) Lauroylcarnitine 1.180+0.131 | 0.693+0.079 | 0.042 | 0.642+0.103 | 0.027 | 1.125+0.251 | 0.839
GC-MS Leucine 1.053+0.106 | 1.032+0.162 | 0.921 | 0.902+0.163 | 0.469 | 0.909+0.102 | 0.462
GC-MS L-glutamic acid 1.024 +£0.087 | 0.923+0.175 | 0.581 | 1.034+0.146 | 0.953 | 0.969+0.147 | 0.754
LC-MS (+) Linoleoyl Ethanolamide 0917+0.104 | 1.209+0.245 | 0.208 | 0.668 +£0.112 | 0.200 | 1.371+£0.226 | 0.047
LC-MS (+) Lithocholic Acid 1.044 +0.036 | 0.966+0.027 | 0.226 | 0.878 £0.036 | 0.014 | 1.024+0.067 | 0.776
GC-MS L-methionine 1.058 £0.102 | 1.007+0.072 | 0.783 | 0.953+0.135 | 0.588 | 0.867+0.079 | 0.302
LC-MS/MS (-) LPC (18:2) 1.016 +0.091 | 0.946+0.128 | 0.689 | 1.168+0.126 | 0.386 | 0.839+0.094 | 0.297
LC-MS (-) LPE (18:1) 1.077+0.136 | 0.872+0.313 | 0.493 | 1.066+0.174 | 0.966 | 0.830+0.150 | 0.334
GC-MS L-pyroglutamic acid 0.998£0.054 | 1.007+0.086 | 0.933 | 1.055+0.071 | 0.583 | 0.942+0.089 | 0.603
GC-MS L-tryptophan 1.047+0.124 | 1.109+0.160 | 0.792 | 0.836+0.173 | 0.377 | 0.912+0.201 | 0.580
GC-MS L-tyrosine 1.101 +£0.087 | 0.975+0.080 | 0.431 | 0.833+0.105 | 0.108 | 0.888+0.089 | 0.190
GC-MS L-valine 0.958+£0.048 | 1.073+£0.031 | 0.186 | 1.029+0.034 | 0.413 | 1.024+0.031 | 0.448
LC-MS/MS (+) LysoPC(16:0) 1.007 £0.057 | 0.968+0.079 | 0.720 | 0.967+0.083 | 0.713 | 1.044+0.108 | 0.755
LC-MS/MS (+) LysoPC(18:1) 0.992 £ 0.071 1.002+0.222 | 0952 | 1.072+0.117 | 0.572 | 0.951£0.120 | 0.775
LC-MS/MS (+) LysoPC(18:3) 1.010+0.036 | 0.987+0.050 | 0.748 | 0.962+0.052 | 0.505 | 1.021£0.071 | 0.877
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Tablo 4.23. (Devam) Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama + SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

LC-MS/MS (-) LysoPE(0:0/18:2(9Z,12Z)) 0.831+£0.085 | 1.334+0.224 | 0.013 | 1.191+0.164 | 0.044 | 0.980+0.151 | 0.386
GC-MS Malonic acid 1.008 +0.086 | 1.068+0.174 | 0.739 | 1.020+0.052 | 0.935 | 0.890+0.165 | 0.507
GC-MS maltose 0.715+£0.222 | 1.895+£0.906 | 0.072 | 1.278+0.815 | 0.354 | 0.681+0.347 | 0.938
GC-MS Methionine 1.057+0.105 | 1.068+0.185 | 0.959 | 0.813+0.142 | 0.229 | 0.947+0.105 | 0.571
GC-MS Methyl stearate 0.997+0.041 | 0.981+0.033 | 0.822 | 1.021+0.032 | 0.752 | 1.007+0.032 | 0.893
GC-MS Methyl-beta-D-galactopyranoside 1.143 £0.137 | 0.809+0.237 | 0.228 | 0.716 £0.131 | 0.094 | 1.045+0.442 | 0.777
LC-MS/MS (+) MG(0:0/18:2(9Z,12Z)/0:0) 1.047 +£0.034 | 0.908+0.033 | 0.030 | 0.956+0.051 | 0.172 | 0.996+0.053 | 0.445
LC-MS/MS (+) MG(0:0/18:3(9Z,12Z,15Z)/0:0) 1.004 +£0.029 | 1.018+0.029 | 0.792 | 0.994+0.024 | 0.858 | 0.976+0.044 | 0.627
LC-MS/MS (+) MG(20:4(52,82,11Z,14Z)/0:0/0:0) 1.096 +0.086 | 0.860+0.088 | 0.141 | 0.869+0.091 | 0.159 | 0.983+0.104 | 0.486
LC-MS/MS (+) MG(i-14:0/0:0/0:0) 1.039+0.068 | 1.057+0.112 | 0.895 | 0.877+0.059 | 0.199 | 0.949+0.088 | 0.488
LC-MS/MS (+) MG(i-16:0/0:0/0:0) 1.008 £0.036 | 1.022+0.044 | 0.834 | 0.978 £0.035 | 0.651 | 0.978£0.056 | 0.671
GC-MS Myo-inositol 1.009+0.118 | 1.178+0.149 | 0.453 | 0.882+0.085 | 0.553 | 0.912+0.164 | 0.670
LC-MS (+) Mpyristic acid 1.073+£0.076 | 0.866+0.086 | 0.145 | 0.947+0.091 | 0.377 | 0.967+0.078 | 0.446
GC-MS N-acetyl-5-hydroxytryptamine 1.097+0.170 | 0.899+0.125 | 0.519 | 1.019+0.119 | 0.800 | 0.790+0.088 | 0.314
LC-MS (-) N-Acetyl-L-aspartic acid 0.943+£0.115 | 1.116+£0.201 | 0.457 | 1.202+0.208 | 0.270 | 0.853+0.201 | 0.695
GC-MS N-acetyl-1-glutamic acid 1.090+0.142 | 0.812+0.122 | 0.286 | 1.191+0.221 | 0.718 | 0.727+0.096 | 0.160
LC-MS (+) Nicotinic acid 0.949 +0.165 1.116 £0.255 | 0.607 | 1.270+0.287 | 0.337 | 0.767+0.244 | 0.572
GC-MS N-methyl-DL-glutamic acid 0.975+£0.104 | 1.043+£0.122 | 0.728 | 1.111+0.096 | 0.476 | 0.923+0.088 | 0.783
LC-MS (+) N-Methyl-L-proline 1.129+0.265 | 0.838=+0.122 | 0.537 | 0.876+0.076 | 0.589 | 0.899 +0.080 | 0.623
LC-MS/MS (-) Nonate 1.190+0.172 | 0.822+0.337 | 0.305 | 0.891+0.356 | 0.412 | 0.715+0.238 | 0.155
LC-MS/MS (-) N-Undecanoylglycine 1.167 +0.082 0.805+0.07 | 0.018 | 0.767+0.099 | 0.012 | 0.926+0.180 | 0.175
LC-MS (+) Palmitoleoyl Ethanolamide 1.301 +£0.313 | 0.405+0.155 | 0.112 | 0.710+0.308 | 0.308 | 0.983+0.318 | 0.583
LC-MS/MS (+) PC(14:0/18:1(9Z)) 0.856 +0.163 | 0.998+0.202 | 0.644 | 1.038+0.384 | 0.612 | 1.395+0.342 | 0.123
LC-MS/MS (-) Phenylacetylglutamine 0.866+0.130 | 0.906+0.165 | 0.872 | 0.821+0.172 | 0.855 | 1.674+0.482 | 0.027
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Tablo 4.23. (Devam) Plazma 6rneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS ile tanimlanan metabolitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.

Enstriimental Yontem Metabolit Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Ortalama = SH | Ortalama + SH p Ortalama + SH p Ortalama + SH p

GC-MS Phenylalanine 1.006 +£0.082 | 1.127+0.107 | 0.442 | 0.890+0.141 | 0.486 | 0.966+0.080 | 0.796
LC-MS (+) Phosphocholine 1.003 +£0.057 | 0.979+0.078 | 0.827 | 0.989+0.074 | 0.896 | 1.024+0.098 | 0.851
GC-MS Phosphoric acid 0.990+£0.038 | 1.039+0.042 | 0.487 | 1.008 +£0.020 | 0.785 | 0.983+0.049 | 0.933
LC-MS/MS (+) Phytosphingosine 0.999+£0.099 | 0.934+0.131 | 0.734 | 0.838+0.117 | 0.390 | 1.232+0.200 | 0.263
GC-MS Pyrophosphate 0.994+£0.109 | 0.929+0.134 | 0.752 | 0.988+0.099 | 0.973 | 1.100+0.168 | 0.623
GC-MS Pyrrole -2-carboxylic acid 0.880+0.069 | 1.234+0.202 | 0.038 | 1.150+0.119 | 0.056 | 0.976+0.123 | 0.494
GC-MS Ribonic acid-gamma-lactone 1.031 +£0.096 | 1.026+0.088 | 0.977 | 1.069+0.159 | 0.845 | 0.811+0.075 | 0.206
GC-MS Ribose 0.979+0.050 | 1.130+0.084 | 0.132 | 0.959+0.044 | 0.824 | 0.974+0.066 | 0.961
GC-MS Serine 0.990 + 0.081 1.007 £0.073 | 0.905 | 1.087+0.060 | 0.504 | 0.937+0.092 | 0.730
LC-MS (+) Sphinganine 1.038 £0.046 | 0.802+0.051 | 0.009 | 0.948+0.055 | 0.308 | 1.137+0.099 | 0.317
LC-MS/MS (+) S-Prenyl-L-cysteine 0.787+£0.209 | 1.097+0.348 | 0.459 | 1.476+0.147 | 0.072 | 1.066+0.321 | 0.497
GC-MS Sucrose 0.517+0.054 | 0.834+0.373 | 0.175 | 0.313+0.033 | 0.039 | 3.302+2.01 0.018
LC-MS (+) Testosterone 1.193+0.273 | 0.850+0.221 | 0.490 | 0.572+0.115 | 0.203 | 1.000+0.328 | 0.707
LC-MS/MS (-) Tetradecanedioic acid 0.446+0.085 | 1.685+0.585 | 0.001 | 1.808 £0.308 | 0.000 | 1.168+0.348 | 0.005
GC-MS Threonine 1.019+£0.095 | 0.939+0.065 | 0.637 | 1.072+0.110 | 0.768 | 0.932+0.105 | 0.620
LC-MS (+) Thymidine 5'-monophosphate 0.946+0.175 | 1.329+£0.397 | 0.317 | 1.308 £0.310 | 0.310 | 0.525+0.212 | 0.207
GC-MS Trans-3-hexenedioic acid 0.995 +0.055 1.010+0.086 | 0.888 | 1.053+0.071 | 0.577 | 0.954+0.092 | 0.709
LC-MS (+) Tricosanoic acid 1.001 £0.029 | 0.988+0.048 | 0.814 | 0.978 £0.046 | 0.682 | 1.031+0.048 | 0.610
LC-MS/MS (+) Tryptophan 1.229+0.565 | 0.820+0.077 | 0.680 | 0.671+0.047 | 0.574 | 0.821+£0.083 | 0.681
GC-MS Uracil 0.962+0.104 | 1.080+0.184 | 0.578 | 1.047+0.101 | 0.658 | 0.986=+0.118 | 0.902
GC-MS Valine 1.065+0.096 | 1.014+0.104 | 0.777 | 0.955+0.082 | 0.529 | 0.835+0.06 | 0.185
LC-MS/MS (-) Vanillin 4-sulfate 1.150+0.179 | 1.136+0.432 | 0.972 | 0.586+0.264 | 0.110 | 0.829+0.339 | 0.386
GC-MS Xylitol 1.109+£0.084 | 0.831+£0.125 | 0.094 | 0.854+0.081 | 0.103 | 0.989+0.082 | 0.438

SH: Standart hata. p<0,05 (koyu) kontrol grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli metabolitler.
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Lipidomik Analiz Sonuclar:

Plazma ornekleri ile pozitif ve negatif iyonizasyon modunda gergeklestirilen
LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlere ait elde edilen kromatogramlar Sekil
4.40’ta verilmigtir. Pozitif ve negatif iyonizasyon modunda toplamda 93 lipit
tanimlanmistir. Tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuclar1 Tablo
4.24°te verilmistir. Kontrol grubu ile GBM hastalar1 arasinda LC-qTOF-MS pozitif ve
LC-qTOF-MS negatif iyonizasyon modunda tanimlanan lipitlerden sirasiyla 8 ve 4
lipit, kontrol grubu ile menenjiyom hastalar1 arasinda 10 ve 4 metabolit ve kontrol
grubu ile akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin tiimorlii hastalar

arasinda 5 ve 2 lipit istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

’d?_z_ ) +iyonizasyon
1.1

14
0.9
0.8
0.74
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.14

o4

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

x102 - iyonizasyon
1.24, :

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.40. Plazma orneklerinden LC-qTOF-MS (pozitif ve negatif iyonizasyon) ile
yapilan lipidomik analizlere ait 6rnek kromatogramlar



Tablo 4.24. Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Enstriimental ) Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Yéntem Metabolit Ortalama + Ortalama + Ortalama + Ortalama +
SH SH P SH P SH P
LC-MS/MS (+) 2-Ox0-4-methylthiobutanoic acid 1.140 £0.185 0.825+0.184 0.358 0.767 £ 0.128 0.266 0.989+0.278 | 0.677
LC-MS/MS (-) Alpha-Linolenic acid 1.099 +0.177 0.809 + 0.224 0.390 0.810+0.174 0.378 1.083 +0.385 | 0.967
LC-MS/MS (-) Bovinic acid 1.120 +0.161 0.830+0.154 0.330 0.875 +0.204 0.425 0.936+0.277 | 0.570
LC-MS/MS (-) CE(20:5(5Z2,8Z,11Z,14Z,17Z) 1.057 + 0.045 0.904 + 0.056 0.078 0.813 +0.027 0.004 1.113+0.167 | 0.646
LC-MS/MS (+) CE(DiMe(13,5)) 0.448 +0.099 0.767 = 0.196 0.128 2.094 £ 0.836 0.002 1.794+£0.980 | 0.025
LC-MS/MS (-) Cholesterol sulfate 1.020 £ 0.086 0.947 £ 0.105 0.654 0.861 £0.119 0.340 1.130+£0.145 | 0.525
LC-MS/MS (+) DG(19:0/20:2(11Z,14Z)/0:0)[is02] 1.225+0.131 0.701 £ 0.165 0.039 0.694 +0.112 0.030 0.930+0.208 | 0.256
LC-MS/MS (+) DG(19:0/22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)/0:0)[is02] 1.058 +0.045 0.935+0.076 0.176 0.952+£0.071 0.236 0.939+0.074 | 0.186
LC-MS/MS (-) Docosahexaenoic acid 1.162 £ 0.115 0.843 £ 0.150 0.150 0.697 +0.070 0.027 0.974+0.146 | 0.388
LC-MS/MS (-) Eicosadienoic acid 1.140 £0.149 0.868 £0.118 0.317 0.806 + 0.149 0.228 0.907 +0.202 | 0.417
LC-MS/MS (-) FAHFA(18:1(9Z)/11-0-18:0) 1.185+0.174 0.679+0.117 0.110 0.938 +0.188 0.446 0.829+0.296 | 0.309
LC-MS (-) Hexacosanoic acid 0.997 +0.018 0.990 £ 0.031 0.861 1.004 + 0.045 0.867 1.015+0.037 | 0.633
LC-MS/MS (+) LysoPC(18:3(6Z,9Z,127)) 1.107 +£0.071 0.837 £ 0.096 0.052 0.949 +0.133 0.282 0.894+0.119 | 0.139
LC-MS/MS (+) LysoPC(20:3(5Z,8Z,11Z)) 1.044 +0.100 0.775+0.074 0.139 1.142 +£0.258 0.669 0.952+0.186 | 0.651
LC-MS/MS (+) MG (18:0) 1.021 £0.018 0.964 + 0.009 0.085 0.977 £ 0.028 0.228 0.997+0.016 | 0.468
LC-MS/MS (+) MG (18:2) 1.132 +£0.279 0.835+0.364 0.577 0.546 +0.299 0.261 1.223 +0.540 | 0.875
LC-MS/MS (+) MG(18:3(9Z,12Z,15Z7)/0:0/0:0) 1.032 £ 0.020 0.959+0.017 0.051 0.952 +0.033 0.050 0.993+0.014 | 0.280
LC-MS/MS (+) N-(Heptadecanoyl)-ethanolamine 1.152 £0.038 0.747 £ 0.039 0.000 0.893 + 0.055 0.001 0.903 +0.038 0.001
LC-MS/MS (+) N-(Pentadecanoyl)-ethanolamine 1.157 £ 0.035 0.783 +0.042 0.000 0.859+0.051 0.000 0.886+0.029 | 0.000
LC-MS/MS (-) PA(20:2(11Z,14Z)/18:2(9Z,12Z)) 0.947 +0.031 1.052 £ 0.050 0.090 1.007 £ 0.048 0.324 1.099 £ 0.065 | 0.024
LC-MS/MS (-) PA(22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)/16:0) 0.915 +0.020 1.064 + 0.036 0.001 1.046 = 0.032 0.002 1.145 +0.053 0.000
LC-MS/MS (-) Palmitic acid 1.031 £ 0.059 0.937 +0.059 0.391 0.943 + 0.080 0.439 1.028 £0.076 | 0.979




Tablo 4.24. (Devam) Plazma 6rneklerinden LC-qTOF-MS ile tanimlanan lipitlerin listesi ve istatistiksel analiz sonuglari.
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Enstriimental ) Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Yéntem Metabolit Ortalama + Ortalama + Ortalama + Ortalama +
SH SH P SH P SH P
LC-MS/MS (+) Palmitoleoylethanolamde 1.110£0.13 0.856+0.120 | 0.291 0.957 £0.166 0.536 0.857+0.184 | 0317
LC-MS (-) PC O-14:0_17:1;10 1.030 + 0.061 0.825 +0.083 0.085 0.900 + 0.089 0.275 1.185+0.179 | 0.295
LC-MS (-) PC O-14:0_17:2;10 0.959+0.112 1.103+£0.484 | 0.669 1.061 = 0.204 0.655 0.959 +0.166 1.000
LC-MS (-) PC O-14:0_18:2;10 0.948 + 0.084 1.153 £ 0.363 0.421 1.021 £ 0.170 0.682 0.982+0.134 | 0.841
LC-MS (-) PC O-15:0_18:1;10 0.948 + 0.061 0.947 £ 0.106 0.997 0.981 +0.120 0.794 1.227 +£0.201 0.079
LC-MS (-) PC O-15:0_22:5;10 0.960 + 0.064 0.947 £0.152 0.923 1.057£0.122 0.466 1.115+0.160 | 0.287
LC-MS (-) PC O-15:1_20:5;10 1.080 +0.101 0.774 £ 0.135 0.116 0.997 +0.157 0.674 0.988 +0.267 | 0.691
LC-MS (-) PC O-16:0_18:2;10 0.940 + 0.070 1.156 +0.287 0.293 1.066 = 0.201 0.454 0.957+0.109 | 0.901
LC-MS (-) PC 0-17:0_22:5;10 0.926 + 0.069 0.925+0.158 0.998 1.133 £ 0.207 0.223 1.165 + 0.241 0.195
LC-MS (-) PC O-17:1_22:6;10 1.073 £0.105 0.970+£0.120 | 0.601 0.815+0.091 0.183 0.996+0.113 | 0.693
LC-MS/MS (+) PC(18:0/18:0) 0.969 +0.037 1.084 +0.083 0.157 1.008 = 0.095 0.649 1.001 £0.083 | 0.690
LC-MS/MS (+) PC(0-16:0/19:0) 0.955 +0.054 0.906 + 0.079 0.635 1.087+£0.123 0.265 1.141+0.174 | 0.177
LC-MS/MS (+) PC(0-16:1(92)/20:4(8Z,11Z,14Z,17Z)) 0.984 +0.125 1.156 +0.307 0.542 0.775+0.197 0.397 1.116 £0.224 | 0.604
LC-MS/MS (+) PC(P-18:0/17:2(9Z,12Z)) 1.121 +£0.099 0.874 £ 0.131 0.195 0.893 + 0.086 0.210 0.870+0.077 | 0.167
LC-MS/MS (+) PC(P-20:0/17:1(9Z)) 1.000 + 0.035 1.077£0.064 | 0.286 1.020 £ 0.040 0.765 0.903 £ 0.098 | 0.247
LC-MS/MS (+) PC(P-20:0/17:2(9Z,12Z)) 0.989 + 0.044 0.974 £ 0.053 0.859 1.044 +0.071 0.522 1.014+0.074 | 0.772
LC-MS/MS (-) PE(18:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 1.042+£0.112 1.093 £ 0.252 0.832 0.716 + 0.092 0.113 1.065+0.186 | 0.917
LC-MS/MS (+) PE(20:0/22:1(13Z)) 0.981 +0.070 1.014+£0.128 0.821 1.105+0.136 0.396 0.938 £0.131 0.761
LC-MS/MS (+) PE(20:0/22:2(13Z,16Z)) 0.979 £ 0.060 0.921 £0.126 0.653 1.089+0.111 0.375 1.054+0.124 | 0.558
LC-MS/MS (+) PE(22:2(13Z,16Z)/20:1(11Z)) 1.065 +0.044 0.830 + 0.069 0.009 1.024 £0.077 0.640 0.950+0.072 | 0.188
LC-MS/MS (+) PE(22:2(13Z,162)/22:2(13Z,16Z)) 1.048 + 0.060 0.987+£0.111 0.616 0.926 +0.111 0.321 0.943+£0.112 | 0.394
LC-MS/MS (+) PE(0-20:0/22:4(72,10Z,13Z,16Z)) 1.045+£0.074 0.996 + 0.145 0.748 1.058 £0.108 0.930 0.810+0.101 0.102
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Enstriimental ) Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Yéntem Metabolit Ortalama + Ortalama + Ortalama + Ortalama +
SH SH P SH P SH P
LC-MS/MS (+) PE(P-18:0/22:2(13Z,16Z)) 1.035 = 0.040 0.974+0.090 | 0.477 1.029 £ 0.081 0.936 | 0.891+£0.106 | 0.120
LC-MS/MS (+) PE(P-20:0/22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)) 1.030 + 0.048 0.890£0.098 | 0.167 1.035+0.079 | 0.965 0.984+0.118 | 0.668
LC-MS/MS (+) PE-Cer(d16:2(4E,6E)/16:0(20H)) 0.917+£0.019 1.055+0.013 | 0.000 1.084+0.019 | 0.000 1.109 +£0.016 | 0.000
LC-MS/MS (-) PG(P-16:0/19:1(9Z)) 1.071 £ 0.060 0.871 £0.075 | 0.083 0.884 £0.064 | 0.097 1.034 +£0.111 0.765
LC-MS/MS (-) PG(P-18:0/15:0) 1.073 = 0.067 0.878£0.076 | 0.126 | 0.905+0.078 | 0.187 | 0.996+0.130 | 0.581
LC-MS/MS (-) PG(P-18:0/16:0) 1.084 = 0.066 0.915+0.075 | 0.176 | 0.863+0.069 | 0.075 0.970+0.123 | 0.401
LC-MS/MS (-) PG(P-20:0/19:0) 1.049 +0.070 0.954 +0.08 0.472 0.83 +0.062 0.092 1.069 +0.125 | 0.886
LC-MS/MS (-) P1(20:4(52,8Z,112,14Z)/18:0) 0.974 £ 0.078 0.939+£0.164 | 0.832 | 0.812+0.075 | 0.262 1.328 +£0.457 | 0.231
LC-MS/MS (-) PI(O-16:0/14:0) 1.106 + 0.091 0.806 +0.125 | 0.092 | 0.996+0.280 | 0.628 | 0.881+0.067 | 0.176
LC-MS/MS (+) PI1(0-20:0/0:0) 1.179 £ 0.031 0.753 £0.030 0.000 0.841 + 0.046 0.000 0.869 + 0.021 0.000
LC-MS/MS (-) PI(0-20:0/12:0) 1.145+£0.165 0.736 £0.141 0.178 1.127+0.539 | 0967 | 0.703+0.047 | 0.133
LC-MS/MS (-) PS(15:0/20:1(11Z)) 0.940 +0.079 0.991£0.125 | 0.746 1.050+0.119 | 0.476 1.138+0.200 | 0.272
LC-MS/MS (-) PS(15:0/22:0) 1.013 £0.038 0.975+£0.105 | 0.669 | 0.962+0.079 | 0.524 1.024 +0.078 | 0.884
LC-MS/MS (-) PS(15:0/22:1(132)) 1.009 + 0.022 1.004 +£0.045 | 0.925 0.953£0.042 | 0.227 1.016 £0.047 | 0.876
LC-MS/MS (-) PS(17:2(92,127)/22:1(11Z2)) 0.968 + 0.037 1.012 £ 0.059 0.546 1.089 + 0.091 0.144 0.996 + 0.055 0.694
LC-MS/MS (-) PS(20:2(11Z,147)/21:0) 0.961 + 0.085 1.051+£0.173 | 0.615 1.096 £0.174 | 0.452 | 0.970+0.180 | 0.961
LC-MS/MS (-) PS(21:0/18:0) 0.901 +0.079 1.112 £0.241 0.283 1.136 £0.195 | 0.191 1.050 +=0.144 | 0.358
LC-MS/MS (-) PS(21:0/18:2(9Z,12Z)) 1.013 +0.051 1.006 £0.138 | 0.959 | 0.990+0.113 | 0.839 | 0.966+0.120 | 0.676
LC-MS/MS (-) PS(21:0/20:3(82,11Z,14Z)) 1.065 + 0.054 0.812+£0.087 | 0.022 | 0.968+0.087 | 0.371 1.026 £0.144 | 0.755
LC-MS/MS (-) PS(21:0/20:5(5Z2,82,112,142,17Z)) 1.117 £0.091 0.892 +0.107 0.194 0.739 + 0.069 0.026 1.019 £ 0.091 0.561
LC-MS/MS (-) PS(22:2(13Z,16Z)/15:0) 1.119 £ 0.094 0.914+0.133 | 0.265 0.843 +0.073 0.112 | 0.887+0.083 | 0.183
LC-MS/MS (-) PS(22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)/19:0) 1.082 + 0.060 0.814 £ 0.088 0.025 0.970 + 0.092 0.343 0.972 +0.102 0.363
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.. Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental .
Yéntem Metabolit Ortalama + Ortalama + Ortalama + Ortalama +
SH SH P SH P SH P
LC-MS/MS (-) Stearic acid 1.017 +0.043 0.953 £ 0.057 0.434 0.968 + 0.081 0.577 1.027+£0.052 | 0.907
LC-MS (-) Tetracosanoic acid 1.022 +0.026 0.966 + 0.054 0.314 0.979 + 0.060 0.455 0.989+0.047 | 0.537
TG(13:0/18:4(62,92,122,15Z)/22:6(4Z,7Z,10Z,
LC-MS/MS (-) 132.167.197))[is06] 1.074 £ 0.062 0.901 +0.068 0.141 0.862 +0.070 0.074 1.015+0.113 0.646
LC-MS/MS (-) ]1(7}%;‘:1(92)/18:2(92’122)/20:5(52’811 12,142 1.062 +0.084 0.867 +0.077 0.208 0.886 + 0.085 0.260 1.060 £0.154 | 0.987
LC-MS (-) ?gz(;)4:102)/18:3(62’92’122)/18:4(62’92’122’ 1.072 +£0.075 0.935+0.078 0.325 0.911 + 0.086 0.255 0.939+0.113 0.365
LC-MS/MS (-) Tf}z(llﬁégiz)/18:4(6z’9z’122’152)00:4(52’82’ 1.017 £ 0.064 0.893 +0.059 0.288 1.029 +0.103 0.928 1.026 £0.127 | 0.946
LC-MS/MS (+) TG(15:0/14:1(9Z)/0-18:0) 0.768 + 0.135 0.911 +0.239 0.600 1.483 £0.357 0.026 1.301 £ 0.501 0.155
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:1(11Z)/0-18:0) 0.973 +0.062 0.987 £ 0.079 0.909 1.008 £ 0.135 0.795 1.085+0.093 | 0.360
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:2(9Z,127)/20:0) 1.080 + 0.101 1.042+0.214 0.862 0.652 +0.153 0.034 1.066 +0.258 | 0.954
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:2(9Z,12Z)/0-18:0) 1.007 +0.048 0.999 £ 0.078 0.933 0.980 + 0.083 0.782 1.002 +0.071 0.959
LC-MS/MS (-) F{SZ()I)S:O/I8:3(62’92’122)/20:5(52’82’1 12,142, 1.072 + 0.084 0.839 +0.092 0.143 0.863 +0.075 0.178 1.081+0.152 | 0.958
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:3(9Z,127,157)/20:0) 0.886 +0.082 1.227 £0.229 0.083 0.913 £ 0.156 0.872 1.204 +0.231 0.107
LC-MS/MS (-) ?%;)5:0/18:4(62’92’122’1SZ)/18:4(6Z’92’122’ 1.052 +0.074 0.895 +0.096 0.266 0.899 +0.082 0.271 1.050+0.133 | 0.986
LC-MS/MS (-) "11"2}2(1157:%;8:4(6Z,9Z,12Z,152)/20:5(52,82,1 12, 1.060 + 0.068 0.907 £ 0.075 0.231 0.852 +0.071 0.103 1.061 £0.165 | 0.994
LC-MS/MS (+) TG(15:0/18:4(62,92,127,15Z)/0-18:0) 0.933 +0.087 1.250 +0.169 0.083 0.889 +0.135 0.795 1.061 £0.114 | 0.440
LC-MS/MS (+) TG(15:0/20:1(11Z)/0-18:0) 0.979 + 0.068 1.095+0.113 0.391 0.985+0.151 0.965 0.984 +0.141 0.970
LC-MS/MS (+) TG(15:0/20:2n6/0-18:0) 1.036 +0.038 1.050 +0.074 0.861 0.857 +0.084 0.033 0.985+0.080 | 0.523
LC-MS/MS (+) TG(15:0/22:4(72,10Z,13Z,16Z)/0-18:0) 0.976 +0.034 1.127 £0.089 0.058 0.866 + 0.084 0.153 1.080+£0.089 | 0.184
LC-MS/MS (+) TG(15:0/22:5(72,10Z,13Z,16Z,19Z)/0-18:0) 0.955 +0.044 1.153 £ 0.097 0.040 0.864 +0.100 0.341 1.119+0.087 | 0.078
LC-MS/MS (+) TG(15:0/22:6(42,72,102,13Z,16Z,19Z)/0-18:0) 0.917 + 0.080 1.276 £ 0.163 0.037 0.812+0.164 0.533 1.159+£0.172 | 0.161
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.. Kontrol GBM Menenjiyom Metastaz
Enstriimental .
Yéntem Metabolit Ortalama + Ortalama + Ortalama + Ortalama +
SH SH P SH P SH P
LC-MS/MS (+) TG(15:0/0-18:0/18:3(9Z,12Z,15Z)) 1.010 +£0.057 1.065 £ 0.095 0.632 0.929 +0.082 0.466 0.974 +0.075 | 0.742
LC-MS/MS (+) TG(15:0/0-18:0/20:3(5Z,8Z,11Z)) 1.021 +0.023 1.047 +0.052 0.602 0.890 + 0.066 0.021 1.001 £0.039 | 0.674
LC-MS/MS (+) TG(15:0/0-18:0/20:4(8Z,11Z,14Z,17Z)) 1.011+0.038 1.101 £ 0.080 0.270 0.854 +£0.076 0.055 1.012+£0.046 | 0.983
LC-MS/MS (-) Tlig 213:722()9)2,122)/18:2(9Z,1ZZ)/20:5(SZ,SZ,1 1Z 0.976 +0.106 1.359 +0.247 0.106 0.637 +0.127 0.095 1.076 +£0.133 0.621
LC-MS/MS (+) TG(20:5(5Z,8Z,11Z,147,17Z)/15:0/0-18:0) 1.016 £ 0.079 1.210+£0.175 0.259 0.77 £0.128 0.123 0.974+0.127 | 0.790
LC-MS/MS (-) Trans-Hexa-dec-2-enoic acid 1.270 £ 0.203 0.535+£0.080 0.045 0.928 £0.215 0.366 0.727 £0.139 0.141
LC-MS/MS (-) Vaccenic acid 1.109 +£0.105 0.829 +£0.108 0.153 0.994 +0.137 0.564 0.849+0.175 | 0.217

SH: Standart hata. p<0,05 (keyu) kontrol grubuna kars istatistiksel olarak anlamli lipitler
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4.2.7. Plazma Orneklerine ait Cok Degiskenli Veri Analizleri

Plazma 6rneklerinden gergeklestirilen metabolomik ve lipidomik analizlerden
elde edilen veriler birlestirilerek biitiinlesik omiks verisi olusturulmus ve bu veri
matrisi Boliim 4.1.7°deki gibi degerlendirilmistir. PCA grafigi Sekil 4.41.’de, PLS-
DA grafigi 4.42°de, OPLS-DA grafikleri Sekil 4.43A., Sekil 4.44A. ve Sekil 4.45A.’da
sunulmustur. VIP grafikleri ve katsay1 grafikleri ise sirasiyla Sekil 4.43B., Sekil 4.44B.
ve Sekil 4.45B ile Sekil 4.43C., Sekil 4.44C.ve Sekil 4.45C’de verilmistir.
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t[1]

Sekil 4.41. Plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait PCA skor grafigi.
Sar1 noktalar — GBM, kirmizi noktalar — kontrol grubu, mor noktalar —
metastaz, mavi noktalar — menenjiyom, yesil noktalar — QC.
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Pyrrole -2-carboxylic acid
alpha-Glucosamine 1-phosphate

Sekil 4.42. Plazma oOrneklerinden biitiinlesik omiks verilere ait ¢ok degiskenli veri
analizleri. A) PLS-DA skor grafigi, B) VIP grafigi.
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Sekil 4.43. Plazma 6rneklerinden biitlinlesik omiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri
analizleri (GBM ve kontrol grubunun karsilastirmasi). A) OPLS-DA skor
grafigi (R% 0.994, Q*:0.673), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.
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Sekil 4. 44. Plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri
analizleri (menenjiyom ve kontrol grubunun karsilastirmasi). A) OPLS-
DA skor grafigi (R%: 0.989, Q*:0.681), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.
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Sekil 4.45. Plazma 6rneklerinden biitlinlesik omiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri
analizleri (metastaz ve kontrol grubunun karsilagtirmasi). A) OPLS-DA
skor grafigi (R?: 0.990, Q*:0.607), B) VIP grafigi, C) Katsay1 grafigi.

4.2.8. Plazma Orneklerine ait Biyobelirte¢ Analizi

Plazma orneklerine ait potansiyel biyobelirteglerin kontrol grubuna kars1 hasta gruplari
(GBM, menenjiyom ve metastaz) ic¢in ayirt edici giicii Bolim 4.1.8.’deki gibi ¢ok
degiskenli ROC egrisi analizleri ile degerlendirilmistir. Plazma 6rnekleri i¢in destekli
vektor makinesi (SVM) yontemi ile siniflandirma gergeklestirilmistir. GBM ile
kontrol, menenjiyom ile kontrol ve metastaz ile kontrol gruplari arasinda yapilan ¢ok
tek degiskenli ROC egrisi tabanli kesif analizi egrileri sirasiyla Sekil 4.46., Sekil 4.47.
ve Sekil 4.48.’de verilmistir. Her bir tiimdér grubu i¢in ayri ayri olusturulan ve
gruplardaki tiim o6rneklerin tahmin edilen siif olasiliklarina ait ¢apraz validasyon
analiz sonuglart Sekil 4.46B., Sekil 4.47B. ve Sekil 4.48B.’deki grafikler ile
gorsellestirilmistir. GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi timor
gruplar i¢in Sekil 4.46C., Sekil 4.47C. ve Sekil 4.48C.’de yer alan ve biyobelirteg
modellerinin tahmin dogrulugunu gosteren egrilerde artan veya azalan sayida
molekiiler tlir ile modellerin tahmin dogrulugu arasinda ciddi farklar olmadigi

goriilmiis ve bu nedenle biyobelirte¢ modelleri en 6nemli 15 aday biyobelirteg igin
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olusturulmustur. Onem sirasma gore her bir tiimdr grubu icin en dnemli 15 aday

biyobelirteg Sekil 4.46D., Sekil 4.47D. ve Sekil 4.48D.’de verilmistir.
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olasiliklari, C) Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirte¢ modellerinin
tahmin dogrulugu, D) Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 15 molekiil.
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Sekil 4.47. Plazma oOrneklerinden menenjiyom hastalari ile kontrol grubunun
karsilastrilmasina ait ¢ok degiskenli ROC egrisi tabanl kesif analizi
egrileri. A) ROC egrileri grafigi, B) Orneklerin tahmini sinif olasiliklari,
C) Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirte¢ modellerinin tahmin
dogrulugu, D) Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 15 molekiil.
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Sekil 4.48. Plazma 6rneklerinden akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin
tiimorlii hastalar ile kontrol grubunun karsilastrilmasina ait ¢ok degiskenli
ROC egrisi tabanli kesif analizi egrileri. A) ROC egrileri grafigi, B)
Orneklerin tahmini sinif olasiliklar, C) Artan sayida molekiiler tiir ile
biyobelirte¢ modellerinin tahmin dogrulugu, D) Biyobelirte¢ modeline ait
en onemli 15 molekiil

4.3. Plazma ve Doku Orneklerine ait Yolak Analizleri

Metabolomik ve lipidomik analizler sonucunda anlamli degisim gosteren aday
biyobelirteglere ait ortak yolak analizleri Metaboanalyst platformu araciligiyla
gerceklestirilmistir. Farkli analitik teknikler kullanilarak kapsamli ve biitiinlesik bir
sekilde analizleri ger¢eklestirilen plazma ve doku 6rneklerinde tanimlanan ve p degeri
0,05’ten kiigiik 1istatistiksel olarak anlamli aday biyobelirtecler Metabonalyst
programina aktarilmis ve yolak analizi etki (pathway impact) grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.49., Sekil 4.50., Sekil 4.51.). Boylece farkli biyolojik
orneklerin ortak etkilerinin hesaba katilmasiyla GBM, menenjiyom ve akciger kanseri
beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii hastalara ait ortak yolaklar kapsamh

sekilde belirlenmistir (Tablo 4.25., Tablo 4.26., Tablo 4.27.).
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Sekil 4.49. Kontrol grubuna kars1 GBM hastalarina ait yolak analizi etki grafigi.

Tablo 4.25. GBM hastalarinda istatistiksel olarak dnemli degisim gosteren metabolit
ve lipitlerin yer aldig1 yolaklar.

Yolak Eslesme” p FDR Etki
Stingolipit metabolizmasi 6/21 2.54x10*  0.014 0.521
Pentoz fosfat yolag: 6/22 3.37x10%  0.014 0.351
Gliserofosfolipit metabolizmasi 6/36 0.005 0.147 0.297
Linoleik asit metabolizmas1 2/5 0.019 0.408 1

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisia orani. FDR:
Yanlis kesif orani.



210

@ — Gliserolipid metabolizmasi

g - ®— Gliserofosfolipid metabolizmasi
0 _
N
e — Doymamis yag asitlerinin biyosentezi
e
= > @ — Sfingolipid metabolizmasi
S O
° g _ /,Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi l
@ Linoleik asit metabolizmasi
. \
- 7 8 Taurin ve hipotaurin metabolizmasi
00 O
Ln
S8
o O
& g O
o _| fb% O
o
I T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Pathway Impact

Sekil 4.50. Kontrol grubuna kars1 menenjiyom hastalarina ait yolak analizi etki grafigi.

Tablo 4.26. Menenjiyom hastalarinda istatistiksel olarak onemli degisim gosteren
metabolit ve lipitlerin yer aldig1 yolaklar.

Yolak Eslesme” p FDR Etki
Gliserolipit metabolizmasi 5/16 5.16x10% 0.038 0.388
Gliserofosfolipit metabolizmasi 7/36 9.04x10* 0.038 0.373
Doymamis yag asitlerinin biyosentezi 6/36 0.005 0.137 0.000
Sfingolipit metabolizmasi 4/21 0.013 0.281 0.353
Linoleik asit metabolizmasi 2/5 0.019 0.318 1
Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi 4/28 0.036 0.503 0.089
Taurin ve hipotaurin metabolizmasi 2/8 0.048 0.581 0.286

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisma orani. FDR:
Yanlis kesif orani.
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Sekil 4.51. Kontrol grubuna kars1 akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin
tiimorlil hastalara ait yolak analizi etki grafigi.

Tablo 4.27. Akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorli hastalarda
istatistiksel olarak onemli degisim gosteren metabolit ve lipitlerin yer

aldig1 yolaklar.

Yolak Eslesme” p FDR Etki
Birincil safra asidi biyosentezi 7/46 0.006  0.281 0.084
Doymamis yag asitlerinin biyosentezi 6/36 0.007  0.281 0.000
Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi 5/28 0.010  0.281 0.203
Stingolipit metabolizmasi 4/21 0.017 0341 0.383
Linoleik asit metabolizmas1 2/5 0.022  0.341 1.000
Arjinin biyosentezi 3/14 0.028  0.341 0.000
Gliserofosfolipid metabolizmasi 5/36 0.028 0341 0.273
Galaktoz metabolizmasi 4/27 0.040  0.417 0.075

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani. FDR:

Yanlis kesif orani.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda metabolomik ve lipidomik analizlerin performansini
arttirmak ve bu analizlerden daha kapsamli ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in
deneysel tasarim stratejisine dayali analitik yontemler gelistirilmistir. GC-MS ve LC-
qTOF-MS temelli biitiinlesik (metabolomik ve lipidomik) analizler i¢in gelistirilen
analitik yontemlere etkisi olabilecek ¢ok sayida faktdr es zamanli olarak deneysel
tasarim yaklasimlar1 ile az sayida deney yapilarak geleneksel yontemlerden daha
biitiinciil sekilde degerlendirilmis ve optimum kosullar belirlenmistir. Boylelikle
metabolomik ve lipidomik analizlerden elde edilen verim arttirilip zaman ve
maddeden tasarruf saglanirken yesil kimyanin ilkeleri geregi ¢evreye verilen zarar,
harcanan zaman ve enerji asgariye indirilmistir. Gelistirilen analitik yontemlerin
gegcerlilikleri istatistiksel testlerle dogrulandiktan sonra GBM, menenjiyom ve akciger
kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii bireylerden toplanan tiimor
dokusu ve plazma orneklerine uygulanmis ve bu tiimdrlere ait fenotipler kapsamli
sekilde ¢cok degiskenli istatistiksel analizler, yolak analizleri ve biyobelirte¢ analizleri
ile degerlendirilmistir. Biyolojik 6rneklerde farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip cok
sayida metabolit grubunun bulunmasi nedeniyle doku ve plazma 6rneklerinden yapilan
metabolomik ¢alismada analiz edilen metabolit kapsamini arttirmak i¢in analizler hem
GC-MS hem de LC-qTOF-MS ile gerceklestirilmistir. Lipidomik analizler ise
lipitlerin analizinde siklikla kullanilan global enstriimental teknik olan LC-qTOF-MS

ile yiirtitiilmustiir.
5.1. Metabolomik ve Lipidomik Analizlerin Optimizasyonu

Optimizasyon caligmalari metabolitlerin ve lipitlerin tliketilmesinden 6rnek
hazirlama ve kromatografik ayirima kadar birgok parametrenin biitlinciil sekilde
degerlendirilmesi ile yiiritiilmiistir. Metabolomik ve lipidomik analizlerin
optimizasyonu doku ve plazma ornekleri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere benzer deneysel
tasarimlarla gerceklestirilmistir. Tiim optimizayon c¢alismalarinda verimliligi ve
performansi iyilestirmek icin enstriimental analizler sonucu elde edilen toplam pik
alan1 degerleri cevap degiskeni olarak kullanilmistir. Deneysel tasarim planlarinda
sistematik hatay1 engellemek icin deneyler rastgele siralanarak analizler

gergeklestirilmistir.
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Tasarim planlar1 Design Expert yazilimi ile olusturulmus, modellerin
gecerliliklerit ANOVA testi ile ispatlanmis ve onemli faktorler t-testi (p<0,05) ile
belirlenmigtir. Ayrica modellerin gecerliligi tanimlayici istatistikler ile ikinci kez
simanarak dogrulanmistir. Bu baglamda yazilim tarafindan saglanan ve bir tiir sinyal-
giiriiltii oran1 olarak tanimlanan yeterli hassasiyet degerinin 4’ten biiyiik ve tahmini R?
ile diizeltilmis R? degerleri arasindaki farkin 0,2’den kiigiik olmasi modelin
dogrulanmasinda Onemli kriterler olarak belirlenmistir. Modellere ait cevap
degiskenlerinin sistematik hata kontrolii yani normallik varsayimi kontrolii tani
araclart (artiklarin normal grafigi ve analiz sirasina gore artiklarin grafigi) ile
saglanmistir. Analiz sirasina gore artiklarin grafigi cevap degiskenini etkilemis
olabilecek gizlenen degiskenlerin kontrolii i¢in artiklarin normal dagilim grafigi ise
hesaplanan artik degerlerin normal bir dagilim gosterip gostermediginin kontrolii igin
kullanilmastir.

Doku ve plazma orneklerinden deneysel tasarimlar ile gerceklestirilen tiim
optimizasyon ¢aligmalarinda 6nerilen modeller i¢in elde edilen p degerlerinin 0,05’ten
kiigiik (p<0,05), uyum eksikligine ait p-degerlerinin 0,05’ten biiyiikk (p>0,05) ve
hesaplananan F degerlerinin ise kritik F degerlerinden (fhesaplanan>fkritik) biiylik oldugu
tespit edilmis ve boylelikle modellerin gecerliligi ispatlanmistir (Bkz. Tablo 4.2.,
Tablo 4.4., Tablo 4.6., Tablo 4.8., Tablo 4.10., Tablo 4.14., Tablo 4.16., Tablo 4.18.,
Tablo 4.20., Tablo 4.22.). Uyum eksikligi degerinin istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmasi uyum eksikliginin saf hataya gore onemli olmadigini diger bir deyisle
modelin gecerli oldugunu dogrulamistir. Ayrica onerilen modellerin yeterli hassasiyet
degerlerinin 4’ten biiyiik ve tahmini R? ile diizeltilmis R? degerleri arasindaki farkin
0.2’den kiicik bulunmasi ile modellerin gegerliligi ikinci kez ispatlanmistir. Son
olarak istatistikler olarak gecerli bulunan modellere ait tami grafikleri verilerin
normallik varsayimini sagladigin1 gostermistir (Bkz. Sekil 4.1., Sekil 4.5., Sekil 4.8.,
Sekil 4.10., Sekil 4.12., Sekil 4.25., Sekil 4.29., Sekil 4.32., Sekil 4.34., Sekil 4.36.).

5.1.1. Doku Orneklerinden Yapilan Optimizasyon Calismalari

[1k olarak D-optimal karisim tasarimi ile doku drneklerinden aseton, asetonitril,
etanol, metanol ve su ¢oziiciilerinin metabolitleri tiiketme verimlilikleri incelenmis ve

optimize kosullar isteklilik fonksiyonuna dayali bir kriter ile belirlenmistir. Design
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Expert yazilimi tarafindan saglanan modiil ile isteklilik fonsiyonuna cevap degiskenini
maksimize etmek, minimize etmek, hedef bir deger atamak veya bir deger araliginda
cevap degiskenini sabit tumak gibi bir hedef atanabilmektedir. Calismada cevap
degiskeni olarak belirlenen toplam pik alaninin maksimize edilmesi yliksek
verimlilikte analizlerin ger¢eklestirilmesi anlamina geldigi i¢in isteklilik fonsiyonuna
cevap degiskeninin maksimize edilmesine yonelik hedef atanmistir. Bu baglamda
yanit degiskenini maksimize etmek i¢in en yiiksek isteklilige sahip Oneri optimum
kosul olarak belirlenmistir. Analizler sonucunda en yiiksek isteklilik degerine sahip
oneri 0,917 bulunmus ve buna gore 10+0,1 mg doku 6rneginden metabolitlerin yiisek
verimde tiiketilmesi i¢in 400 uL metanol ve 200 uL su (2:1, h/h) optimum ¢oziicii
karisimi olarak belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.2.).

Diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE ¢oziiciilerinin doku 6rneklerinden
lipitleri tiiketme verimlilikleri OVAT yaklasimi ile incelenmis ve sonuglar ¢ok
degiskenli veri analizi ile degerlendirilmistir. Buna gére PLS-DA skor grafigi MTBE
ve diklorometanin benzer hegzan ve kloroformun ise farkli tiikketme karakteristigine
sahip oldugunu ve doku 6rneklerinden hegzan ile tiiketme isleminin diger ¢oziiciilere
gore daha tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 4.3A.). Biplot grafigi
ise farkli molekiiler tiirlerin farkli c¢oziiciilerle tiiketildigini yani lipitlerin
tilkketilmesinde kloroform, diklorometan, MTBE ve hegzanin farkli molekiiler tiirleri
tilketme davranisi sergilediklerini gostermektedir (Bkz. Sekil 4.3B.). Buna gore sag
ist ceyrekte yer alan diklorometanin daha fazla molekiiler tiir ile cevrelendigi ve diger
coziiclilere gore tliiketme verimliliginin daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Bu bulgular
Sekil 4.3C.’deki cubuk grafigi ile desteklenmis ve doku Orneklerinden lipitlerin
tilketilmesinde en diisiik %BSS sapma degerine sahip hegzanin (%BSS=6.61) en
tekrarlanabilir oldugu, en verimli ¢dziiciiniin ise en yiiksek toplam pik alanina sahip
olan diklorometan oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak 10+0,1 mg doku 6rneginden 400 uL. metanol, 200 uL su ve 600
uL diklorometan (2:1:3, h/h/h) es zamanli olarak metabolitlerin ve lipitlerin tek
basamakta ve yliksek verimlilikte tliketilmesi i¢in optimum ¢oziicli karisimi olarak
belirlenmistir.

GC-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagi ve

tiirevlendirme basamagi i¢in literatiir verilerine dayanarak belirlenen 8 kritik faktor 21
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deneyden olusan iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim ile incelenmistir. Metabolitlerin
tilketme basamaginin optimizasyonunda hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS’ten elde
edilen pik alan degerlerinin toplami cevap degiskeni olarak kullanildigi icin
metabolitlerin tiiketilmesinde optimum kosul olarak belirlenen metanol:su (2:1, h/h)
hacmine yeni seviye degerleri atanmis ve tiikketme siiresi ile birlikte deneysel tasarima
dahil edilmistir (Bkz. Tablo 4.3.). Boylelikle metabolomik analizlerin tiiketme
basamagi i¢in optimum kosul olarak belirlenen metanol:su (2:1, h/h) karigiminin
sadece GC-MS temelli metabolomik analizler i¢inde benzer sonug verip vermedigi
arastirilmistir.

Onemli olan faktdrler Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile belirlenmistir (Bkz.
Sekil 4.4.). Yari-Normal grafikte MeOX derisimi, metanol hacmi, tiirevlendirmede
kullanilan MSTFA + %1 TMCS reaktifinin inkiibasyon sicakligi ile siiresi ve metanol
hacmi-MeOX derisimi ikili etkilesiminin cevap degiskenini etkileyen dnemli faktorler
oldugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.4A.). Pareto grafigi ile bu faktorlerin istatistiksel
olarak anlamli oldugu dogrulanmistir (Bkz. Sekil 4.4B.). Pareto grafiinde siyah ¢izgi
ile gosterilen t-degeri limitinin altinda kalan faktorler istatistiksel olarak 6nemsiz, t-
degeri limitinin ve kirmiz1 ¢izgi ile gosterilen Bonferroni limitinin iistiinde kalan
faktorler ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Buna gore faktorlerin 6nem
strast; MSTFA + %1 TMCS inkiibasyon siiresi (H) > MSTFA + %1 TMCS inkiibasyon
sicakligi (G) > metanol hacmi-MeOX derisimi ikili etkilesimi (AC) > MeOX derigimi
(C) > metanol hacmi (A)’dir. Optimum kosullar tiim faktorlerin seviye degerlerine
karsi cizilen ve faktorlerin etkilesimlerini gosteren model grafikleri ile belirlenmistir.
Iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim igin dnerilen modelde istatistiksel olarak anlamsiz
bulunan faktorlere (diiz ¢izgi) Onceki calisma kosullarina veya analiz siiresini
kisaltmaya yonelik degerler, istatistiksel olarak anlamli bulunan faktorlere ise cevap
degiskenini maksimum yapan seviye degerleri atanmistir (Bkz. Sekil 4.6.).

Bu bulgular varliginda doku o6rneklerinden GC-MS temelli metabolomik
analizlerin tiirevlendirme ve 6rnek hazirlama basamagi i¢in optimum kosullar; 10+0, 1
mg doku 6rnegine 400 pL metanol ve 200 pL su eklenmesinin ardindan 6rneklerin 10
dak tiiketilmesi, santrifiijden sonra elde siipernatantin ugurulup 20 pL. MeOX (10
mg/mL piridin icerisinde) ilave edilerek 30 °C’de 90 dak inkiibasyona birakilmasi ve
orneklere 80 uL. MSTFA + %1 TMCS eklenerek 70 °C’de 120 dak inkiibe edilmesidir.



216

LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagi igin
belirlen 3 kritik faktér (metanol-su hacim oran, tiikketme siiresi ve ugurulan 6rneklerin
yeniden ¢dzilindiiriilmesinde kullanilan hareketli faz bilesimi) 16 deneyden olusan iki
seviyeli tam faktoriyel tasarim ile incelenmistir. Metabolitleri tiiketme basamaginda
analizlerin hem GC-MS hem de LC-qTOF-MS ile ger¢eklestirilmesine bagli olarak
tasarim matrisine metanol-su hacim orani da eklenmis ve optimize edilmis tiiketme
yonteminin sadece LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizler i¢inde gegerli
olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ugurulan Orneklerin yeniden ¢6ziinmesinde
kullanilan hareketli faz bilesiminin (C, %ACN) doku o6rneklerinden gerceklestirilen
LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagini etkileyen
istatistiksel olarak anlamli tek faktor oldugu Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.7.).

Model grafiginde istatistiksel olarak anlamli bulunan, ugurulan 6rneklerin
yeniden ¢Oziinmesinde kullanilan hareketli faz bilesimindeki asetonitrile oranina ait
seviye degerinin %100 oldugunda cevap degiskeninin maksimum oldugu saptanmistir
(Bkz. Sekil 4.9.). Bu veriler 151ginda LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin
ornek hazirlama basamagi i¢in optimum kosullar; 10+0,1 mg doku 6rnegine 400 pL
metanol ve 200 pL su eklenmesinin ardindan 6rneklerin 10 dak tiiketilmesi ve elde
edilen silipernatantin ugurularak 200 pL (%100) hacimde %0,1 FA igeren asetonitril ile
yeniden ¢oziilmesidir.

Doku orneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik ve lipidomik
analizlerin kromatografik ayiriminda etkili oldugu bilinen hareketli faz akis hizi, kolon
sicaklig1 ve hareketli fazdaki FA ylizdesi ise Box Behnken tasarimi ile optimize
edilmigtir. Cevap degiskenini maksimum yapan ii¢ faktor model grafikleri ile es
zamanli olarak degerlendirilerek doku orneklerinden LC-qTOF-MS temelli
metabolomik ve lipidomik analizlerin kromatografik ayirim parametrelerine ait
optimum kosullar belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.11., Bkz. Sekil 4.13.). Bu verilere gore
LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlere ait optimum kromatografik kosullar;
%0,1 FA iceren su (A) ve %0,1 FA igeren asetonitril (B) hareketli fazlar ile 0,25
mL/dak akis hizi ve 30 °C kolon sicakligidir. LC-qTOF-MS temelli lipidomik
analizlere ait optimum kromatografik kosullar; (A) %0,05 FA ve 10 mM AF igeren
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su:asetonitril (6:4, v/v):(B) %0,05 FA ve 10 mM AF igeren igeren IPA:asetonitril (9:1,
v/v) hareketli fazlari ile 0,25 mL/dak akis hiz1 ve 60 °C kolon sicakligidir.

5.1.2. Plazma Orneklerinden Yapilan Optimizasyon Calismalar

Plazma oOrneklerinden metabolomik ve lipidomik analizler i¢in yapilan
deneysel tasarimlara dayali optimizasyon calismalarinin tamami doku 6rnekleri i¢in
yapilan c¢alismalara benzer sekilde yiriitiilmiis ve sonuglar benzer sekilde
yorumlanmustir.

D-optimal karigim tasarimi ile plazma Orneklerinden metabolitlerin yiiksek
verimde tliketilmesine yonelik yapilan calismada en yiiksek isteklilik degeri 0,952
bulunmus ve buna gore 200 uL plazma 6rneginden 600 pL metanol ve 200 pL su (3:1,
h/h) metabolitlerin tiiketilmesi i¢in optimum ¢oziicli karisimi olarak belirlenmistir
(Bkz. Sekil 4.26.).

Plazma Orneklerinden diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE
¢Oziiciilerinin lipitleri tiiketme verimlilikleri ¢ok degiskenli veri analizi ile
incelenmistir (Bkz. Sekil 4.27.). PLS-DA grafiginin sag iist ¢ceyreklik diliminde yer
alan diklorometan ve kloroformun plazma oOrneklerinden lipitlerin tiiketilmesinde
kismen benzer, hegzan ve MTBE’in ise farkli davranis gosterdigi goriilmiistiir (Bkz.
Sekil 4.27A.). Biplot grafiginde ise kloroform ve diklorometanin hegzan ve MTBE’e
gore daha fazla molekiiler tiir ile ¢evrelendigi buna baglh olarak diklorometan ve
kloroformun plazmadan lipitlerin tiiketilmesinde daha verimli oldugu sonucu
cikarilmistir (Bkz. Sekil 4.27B.). Bu bulgular Sekil 4.27C.’deki ¢ubuk grafigi ile
desteklenmis ve buna gore kismen de olsa kloroformun (%BSS: 4.74) diklorometana
(%BSS: 9.79) gore cevap degiskeni degerini arttirarak daha tekrarlanabilir sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Buna bagl olarak kloroform plazma 6rneklerinden lipitlerin
tiikketilmesinde optimum ¢oziicii olarak belirlenmistir. Sonug olarak 200 uL plazma
orneginden metabolitlerin ve lipitlerin es zamanli olarak tek basamakta ve yiiksek
verimlilikte tiiketilmesi i¢in optimum ¢6ziicii karisimi 600 uL. metanol, 200 pL su ve
600 pL kloroform (3:1:3, h/h/h) olarak belirlenmistir.

Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile MeOX derisimi (C), MTFA + %1 TMCS
inkiibasyon siiresi (H) ve metanol hacmi-MeOX hacmi ikili etkilesiminin (AD) plazma

orneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin tiirevlendirme ve Ornek
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hazirlama basamagini etkileyen istatistiksel olarak oOnemli faktorler oldugu
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.28.). Buna gore faktorlerin 6nem siras1t C>H>AD’dir. Bu
bulgular varliginda olusturulan model grafigi ile plazma 6rneklerinden GC-MS temelli
metabolomik analizlerin tiirevlendirme ve 6rnek hazirlama basamag: i¢in optimum
kosullar: 200 pL plazma 6rnegine 600 pL. metanol ve 200 pL su eklenmesinin ardindan
orneklerin 30 sn tiiketilmesi, santrifiijden sonra elde slipernatantin ugarilarak 20 pL
MeOX (piridin igerisinde 30 mg/mL) ilave edilerek 30 °C’de 90 dak inkiibasyona
birakilmasi ve 6rneklere 80 pL MSTFA + %1 TMCS eklenerek 37 °C’de 120 dak
inkiibe edilmesidir (Sekil 4.30.).

Yari-Normal ve Pareto grafikleri ile istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenen ugurulan orneklerin yeniden ¢ozlinmesinde kullanilan hareketli faz
bilesimindeki %asetonitrile ait seviye degerinin %50 oldugunda cevap degiskeninin
maksimum oldugu saptanmistir (Bkz. Sekil 4.33.). Buna gore, plazma 6rneklerinden
LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek hazirlama basamagi igin
optimum kosullar; 200 pL plazma Ornegine 600 pL metanol ve 200 pL su
eklenmesinin ardindan Orneklerin 30 sn tiiketilmesi ve elde edilen siipernatantin
ucurularak 200 pL. hacimde %0,1 FA igeren su:%0,1 FA igeren asetonitril (1:1, h/h)
karigimi ile yeniden c¢oziilmesidir.

Plazma oOrneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizlere ait
optimum kromatografik kosullarin doku 6rneklerine benzer oldugu goriilmiistiir (Bkz.
Sekil 4.35., Sekil 4.37.). Bu verilere gore LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlere ait optimum kromatografik kosullar; %0,1 FA iceren su (A) ve %0,1 FA
iceren asetonitril (B) hareketli fazlar1 ile 0,25 mL/dak akis hiz1 ve 30 °C kolon
sicakligidir. LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizlere ait optimum kromatografik
kosullar ise; (A) %0,05 FA ve 10 mM AF igeren su:asetonitril (6:4, v/v):(B) %0,05
FA ve 10 mM AF igeren igeren IPA:asetonitril (9:1, v/v) hareketli fazlan ile 0,25
mL/dak akis hiz1 ve 60 °C kolon sicakligidir.

5.1.3. Optimizasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizlerin birincil amaci biyolojik
bir 6rnekten miimkiin oldugunca ¢ok sayida metabolit ve lipiti analiz etmektir. Plazma

ve doku oOneklerinde benzersiz kimyasal yapiya, fizikokimyasal 6zelliklere sahip
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binlerce metabolit ve lipit bulunur ve bunlarin derigimleri genetik altyapiya, cevresel
faktorlere, diyete ve fiziksel aktiviteye bagli olarak degisir. Ne yazik ki tim
metabolitlerin ve lipidlerin tam kapsamli analizi gerceklestiren tek bir analitik teknik
yoktur. Bu bilesiklerin kapsamli analizleri verimliligi yiiksek tliketme yontemleri,
optimize edilmis Ornek hazirlama basamaklar1 ve analitik yontemler ile coklu
enstriimantal  tekniklerin  kullanimina baghi olarak yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlikle gergeklestirilebilir. Bu nedenle son yillarda hedeflenmemis
metabolomik ve lipidomik analizlerde ana odak, ¢esitli molekiil siniflarinin analizini
kapsamli, hizli, kolay ve diisiik maliyet ile gerceklestirecek analitik yontemler
tizerinedir. Bu baglamda doku ve plazma 6rneklerinden hedeflenmemis metabolomik
ve lipidomik analizler i¢in tiiketme, 6rnek hazirlama ve kromatografik yontemelere
etki eden faktorleri deneysel tasarim yaklasimlari ile sistematik olarak arastirmak ve
bu faktorleri optimize ederek basit, hizli ve giivenilir analitik teknikler gelistirmek tez
calismasinin onciil hedefini olusturmustur.

Tez ¢alismas1 kapsaminda sirasiyla 2:1 (h/h) ve 3:1 (h/h) oraninda metanol ve
su karisimi ile doku ve plazma Orneklerinden metabolitlerin en yiiksek verimle
tiikketildigi belirlenmistir. Biiyiik olasilikla doku ve plazma ornekleri icin tiiketme
basamaginda su kullanilmasinin polar metabolitlerin tiikketilmesi lizerinde pozitif etkisi
olmus ve buna bagli olarak da daha ytiksek pik alanlar1 elde edilmistir. Plazma ve doku
ornekleri i¢in optimum tiiketme kosullarinin farklt metanol ve su karigim oranlarinda
belirlenmis olmasi ise doku ve plazma 6rneklerindeki molekiiler tiirlerin farkli derisim
araliklarinda olmas1 ve farkli fizikokimyasal ¢esitlilige sahip olmasi ile
iligkilendirilmistir. Bu bulgulara benzer sekilde, Jiye ve arkadaslar1 (155) plazmadan
metabolitlerin yiiksek verimde tiiketilmesine yonelik deneysel tasarim yaklagimi ile
GC-MS kullanarak ¢esitli ¢oziiciilerin etkilerini inceledikleri ¢calismada, metabolitlerin
tikketilmesinde 8:1 (h/h) oraninda metanol ve su karisimininin diger ¢oziiciilere ve
¢oziicii kombinasyonlarma gore daha verimli oldugunu bildirmistir. Ayni arastirma
grubunun idrar drneklerinden yaptiklart diger bir ¢alismada yine metanol ve su (3:1,
h/h) karistmi metabolitlerin tliketilmesinde en yiiksek verime sahip ¢oziicii karigimi
olarak bulunmustur (235). Yetiskin pandalarin gaita metabolomunu incelemek igin
yapilan bir diger calismada ise cesitli ¢oziicii ve ¢ozilicii kombinasyonlarindan

IPA:asetonitril:su (3:2:2, h/h/h) karisimimin optimum tiketme yontemi oldugu
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bildirilmistir (249). LC-TOF-MS kullanilarak yapilan diger bir c¢alismada, DoE
yaklagimi ile insan plazma Orneklerinden metabolitleri tiiketme verimlilikleri
incelenen ¢esitli ¢oziiciilerden metanol:etanol (1:1, h/h) ile metanol:asetonitril:aseton
(1:1:1, b/h/h) karisimlarinin optimum oldugu belirtilmistir (250).

Lipitlerin tiiketilmesinde diklorometan daha az toksik olmasi, MTBE ise diisiik
yogunluguna bagl olarak organik fazin pipetlenmesini kolaylastirmasi nedeniyle
kloroforma alternatif yontemler olarak kullanilmaktadir (251). Plazma ve doku
orneklerinin igerdigi kimyasal siniflarin cesitliligine bagl olarak farkli polariteye
sahip bu coziiciilerin degisken davranis gostermesi beklenen bir durumdur. Tez
calismas1 kapsaminda plazma ornekleri i¢in kloroform ve diklorometanin yakin
tilketme verimliligine sahip oldugu bulunsa da kloroform ile daha tekrarlabilir
sonuclarin elde edildigi tespit edilmistir. Diklorometanin ise doku &rneklerinden
lipitlerin tiiketilmesinde diger ¢oziiciilere gore iistiin oldugu belirlenmistir. Sarafyan
ve ark. (252)’nin plazma lipitleri i¢in diklorometanin tiiketme etkinliginin kloroform
ile karsilastirilabilir oldugunu bildirdigi ¢alisma bu bulgular1 destekleyici niteliktedir.
BOS sivisindan yapilan bir ¢alismada lipitlerin tiiketilmesinde kloroformun optimum
titketme ¢oziiclisii oldugu bildirilmistir (253). Plazma 6rneklerinden yapilan bir diger
calismada ise MTBE ve kloroformun lipitlerin tiiketilmesinde esit derecede gecerli ve
saglam oldugu bildirilmistir (254).

Literatiir verileri ile desteklenen tez g¢alismasina ait bu sonuglar tiikketme
¢Oziiciisii veya ¢oziiclilerinin 6rnek tipine bagli olarak metabolom ve lipidom kapsami
tizerinde bliyiik bir etkiye sahip oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Ne yazik ki tek
bir ¢dziicli veya ¢oziicii kombinasyonu biyolojik matrikslerden biitiin metabolit ve
lipid siniflarini tiiketme davranisina sahip degildir. Bu baglamda genis kapsamli
metabolomik ve lipidomik veri setleri elde etmek igin ¢ok iyi bilinen fenomenler
disinda tiiketme verimliliginin ve tekrarlanabilirli§inin iyilestirilmesine yonelik
calismalar yapilmasi1 6nem arz etmektedir.

Metabolom oldukcga farkli derisimlere sahip metabolitleri igerir. Bu nedenle
GC-MS ile ¢alisilan 6rneklerde diisiik derisimde bulunan metabolitler i¢in kabul
edilebilir ve saptanabilir bir cevap elde edilmesi ile yiiksek derisimde bulunan
metabolitler i¢in tiirevlendirme isleminin makul bir siirede tamamlanmas1 arasinda

hassas bir denge kurulmalidir. Tiirevlendirme basamaginin optimizasyonunda ikili
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etkilesimler haricinde doku 6rnekleri icin MSTFA + %1 TMCS inkiibasyon siiresi ve
sicakligr ile MeOX derisimi, plazma 6rnekleri icinse MSTFA + %1 TMCS inkiibasyon
siiresi ve MeOX derigimi istatistiksel olarak énemli faktorler olarak bulunmustur. Bu
sonuclar tiirevlendirme ajan1 ile yavas reaksiyona giren plazma ve doku
metabolitlerinin yeterli sekilde tiirevlenmesini saglamak i¢in uzun sililasyon (>30 dak)
siirelerinin gerekli oldugunu gdostermistir. MeOX reaktifinin i¢inde ¢oziindiigi
piridinin sililasyon reaksiyonunu katalize ettigi ve ayrica metaoksiaminasyon
reaksiyonunun tamamlanma derecesinin reaktif hacmi ve derigimi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Ote yandan MSTFA+ %1 TMCS hacmi, inkiibasyon siiresi ve sicaklig
sililasyon reaksiyonunun tamamlanma derecesi ile iliskilidir (255, 256). Bu bilgiler tez
sonuclarini destekleyici niteliktedir. Ayrica Danielson ve ark. (156) tiirevlendirmenin
tamamlanmas1 i¢in uzun inkiibasyon siirelerinin tercih edilmesi gerektigini
belirtmistir. Tiirevlendirme reaksiyonu tamamlanmadigi takdirde enjeksiyon sirasina
bagl olarak ornekler oto 6rnekleyicide 1-24 saat araliginda bekleyebilmekte ve bu
stirede tiirevlendirme orani 6rnekten drnege degisebilmektedir. Bu nedenle GC-MS
temelli metabolomik analizlerde tiirevlendirme basamaginin optimizasyonu
sonuglarin kalitesi ve giivenilirligi agisindan olduk¢a énemlidir. Ayrica ¢alismalarda
deneysel varyasyonlar QC ornekleri ve agir izotop etiketli standartlarin kullanimi ile
kontrol edilmistir.

Verilerdeki sistematik sapmalart en aza indirmek i¢in Ornege eklenen ig
standartlar1 kullanarak veri matrisini normalize etmek olagan bir uygulamadir. Ancak
calisma kapsaminda farkli deney kosullarinin etkisi arastirilmis olup, tiiketme, 6rnek
hazirlama ve kromatografik parametrelerin optimizasyonu amaglanmistir. Bu nedenle
farkl1 ¢oziiclilerin ve analiz kosullarinin i¢ standart yanitlarini etkiledigi, ortaya hatali
veya yanli sonuglar ¢iktig1 gézlenmistir. Bu nedenle optimizasyon ¢aligmalarinda veri
matrisleri i¢ standarda veya toplam alan degerlerine gére normalize edilmemistir.
Orneklere ilave edilen i¢ standartlar cihaz kaynakl sistematik hatalarin kontrolii igin
kullantlmistir.

Doku ve plazma orneklerinden yapilan LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analiz sonuglarinin ugurulan Orneklerin yeniden ¢oziindiiriilmesinde kullanilan
hareketli faz bilesiminden etkilendigi goriilmiistiir. Ugurulan doku 6rneklerinin 200

uL %0,1 FA iceren asetonitril ve plazma 6rneklerinin ise 200 pL %0,1 FA iceren su
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ve %0.1 FA igeren asetonitril (1:1, h/h) ile ¢oziilmesinin analiz sonuglarini pozitif
yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bu bulgular1 destekleyici nitelikte bir ¢alisma
Lindahl ve ark. (257) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada ugurulan 6rneklerin
yeniden ¢oziindiriilmesinde kullanilan hareketli faz bilesiminin analiz edilen
metabolom kapsamini ve analiz sonuglarini etkiledigi bildirilmistir. Ayrica, 6rneklerin
%100 su ile ¢6ziilmesinin analiz edilen metabolom kapsamu tizerinde olumlu bir etkiye
sahip oldugu ve ayrica ¢ozeltideki metanol oranindaki artisin log P degeri 5'ten kiiciik
olan bilesiklerin pik cevaplarini azalttig1 belirtilmistir. Tez ¢calismasinda ise %50’den
diisiik asetonitril kullaniminin ugurulan 6rnekleri tam ¢6zmedigi ve santrifiyj tiiptinde
kalint1 biraktig1 gézlenmistir. Tez caligmasi ile bu ¢alisma bulgular1 arasinda gozlenen
farklilik, plazma ve doku Orneklerindeki metabolom miktarindaki degisiklikler,
¢oziicii tiiriine gore tiiketilen metabolit siniflar1 ve kullanilan kromatografik analiz
parametreleri ile iliskilendirilmistir. Ote yandan bu farklilik &rneklerin yeniden
¢Oziilmesinde kullanilan ¢6ziicii bilesiminin analiz sonuglarini etkiledigi ve bu nedenle
optimize edilmesi gerektigi sonucunu degistirmemektedir.

Son olarak tez ¢aligsmasinda kromatografik kosullarin optimize edilerek iyi bir
kromatografik ayirim saglanmasi ile analiz edilen metabolit ve lipitlerin kapsamininin
arttirtlmasi ve pik kapasitelerinin en iist diizeye ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Doku ve
plazma orneklerinden yapilan metabolomik ve lipidomik analizler C18 kolon (2,1 x
100 mm, 2,7 um) ile gerceklestirilmis ve benzer sonuclar elde edilmistir. Bu noktada
hem doku hem de plazma 6rnekleri i¢in yapilan caligmalarin ayn1 C18 kolon ile
gerceklestirilmesi optimize kromatografik kosullarin benzer c¢ikmasi agisindan
sasirtict  degildir. Doku ve plazma Orneklerinden LC-qTOF-MS ile yapilan
metabolomik calismalarda C18 kolona gore daha polar sabit fazlara sahip olan ve polar
molekiillerin analizinde tercih edilen C8 ve HILIC kolonlari, ¢calismada LC-qTOF-MS
ile es zamanl olarak polar molekiillerin analizlerine olanak saglayan GC-MS cihazinin
kullanim1 nedeniyle tercih edilmemistir. Bir¢ok polar metabolitin (organik asitler,
aminoasitler gibi) analizi GC-MS ile gerceklestirilebilmektedir ve bu nedenle
calismada polarligr diisik smifta yer alan metabolitlerin de analizlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢in C18 kolon kullanimi tercih edilmistir. LC-qTOF-MS ile

yapilan lipidomik analizler de ise doku ve plazma 6rneklerinde var olan ¢ogu lipitin
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polar simifta yer almamasi nedeniyle lipidomik ¢alismalarda da C18 kolon
kullanilmustir.

Hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik analizler i¢in optimum akis hizinin
0,25 mL/dak oldugu belirlenmistir. Metabolomik analizler ic¢in diisikk (30 °C),
lipidomik analizler i¢inse yiiksek kolon sicakliginin (60 °C) cevap degiskeni iizerinden
pozitif etkisi oldugu saptanmistir. Cesitli metabolit ve lipit siniflar1 géz Oniine
alindiginda hedeflenmemis metabolomik analizlerde kullanilan sabit faz, hareketli faz
bilesimi, kolon sicakligi gibi ¢esitli parametrelerin kaginilmaz olarak bazi bilesik
siniflarina kars1 pozitif bazilarina ise negatif etkisi olacaktir. Literatlirde Dejaegher ve
ark. (258), Zhou ve ark. (259) ve Hamimi ve ark. (241) kromatografik kosullarin
deneysel tasarim stratejileriyle optimize edilmesinin 6nemini vurgulayan c¢aligmalar
sunmuslardir. Lipidomik analizlerde hareketli faz bilesimine bagli olarak yiiksek
kolon sicakliginin cevap degiskeni iizerinde pozitif etkiye neden olmas1 diisiik geri
basing ile iliskili olabilir. Ayrica, matris kaynakli iyon baskilanmasi iyi bir
kromatografik ayirim ile azaltilarak analiz edilen molekiillerin sayisinda énemli bir
artis saglanabilir. Sonuc¢ olarak hedeflenmemis metabolomik ve lipidomik
caligmalarda kromatografik parametrelerin ¢alisan matris, kolon ve hareketli faza bagh
olarak optimize edilmesi ile analiz sonuglarinin veriminin ve kalitesinin
arttirilabilecegi gosterilmistir.

Biyolojik matriks tipine, tilketme yontemine ve aletli analiz yontemine bagh
olarak tanimlanan metabolit ve lipit sayilarinin farkli caligmalarda diisiik veya yiiksek
olmasi beklenen bir durumdur (Tablo 2.1.). Calisma kapsaminda DoE ile gelistirilen
yontemler kullanilarak gergeklestirilen gergek numunelerin analizinde farkli filtreler
uygulanmis ve buna bagl olarak daha dogru tanimlamalarin yapilmasi saglanmistir
(Bkz. Sekil 4.14., Sekil 4.38.). Tez ¢alismas1 Tablo 2.1.’deki ¢alismalara gore daha
farkl1 Ornekler, Ornek hazirlama basamaklar1 ve aletli analiz yontemleri ile
gerceklestirilse de tez kapsaminda analiz basamaklarinin biitiinciil sekilde optimize
edilmesi sonucunda plazma ve doku Orneklerinden ayristirilan pik ve tanimlanan
molekiil sayilarinda ciddi artislar meydana geldigi gdzlenmistir.

Bu tez ¢alismasi doku ve plazma orneklerinden GC-MS ve LC-qTOF-MS
temelli metabolomik ve lipidomik analizlerin performansi arttirmak icin DoE

yaklagimlart ile c¢ok sayida faktoriin biitiinciil sekilde es zamanli olarak
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degerlendirildigi ilk analitik calismadir. Ayrica bu ¢calisma kapsaminda metabolomik
ve lipidomik analizlerin optimizasyonu i¢in sunulan is akis1 sonraki omiks
calismalardan elde edilen bilginin arttirilmast agisindan Ornek olma niteligi
tagimaktadir. Literatiirde metabolomik ve lipidomik analizlerin optimizasyonuna
yonelik DoE ile yapilan ¢calismalarin olduk¢a sinirli oldugu ve bu ¢calismalarin tiiketme
basamagi veya tiirevlendirme basamagi gibi sadece tek bir analiz basamagimna
odaklanildig1 goriilmektedir (18, 235, 238, 260). Bu baglamda ¢alisma kapsaminda
tilketme basamagindan analizlerin gergeklestirilmesine kadar deneysel siireglerin
biitiinciil sekilde optimize edilmesi ile elde edilen gilivenilir pik sayisinda (BSS<%30)
ciddi bir artisin meydana geldigi ilk ¢alismadir (Bkz. Sekil 4.14. ve Sekil 4.38.).
Girisim yapan tiirlerin uzaklastirilarak iyi bir kromatografik ayirim ile analizlerin
gergeklestirilmesi sonucu 6zellikle MS/MS verileri ile gilivenilir sekilde tanimlanan
metabolit ve lipit sayisindaki artis dikkat ¢ekici niteliktedir. Ayrica DoE yaklasimlari
ile omiks analizler i¢in analitik yontemlerin optimize edilmesi sonucu karmasik
biyolojik numunelerden daha kapsamli veriler elde edilebilecegi gosterilmistir. Ek
olarak bu c¢aligmada gelistirilen analitik yontemler basit, hizli ve tekrarlanabilirdir
(Bkz. ANOVA-uyum istatistikleri sonuclar1 ve tami araglar1). Yontemin hastalik
biyobelirteglerini belirlemek i¢in farkli tiirde numunelerle yapilan arastirmalarda da
uygulanabilecegi ongoriilmektedir. Bununla birlikte biiyiik bir érneklem grubunu
iceren veya farkli bir matristen yapilan arastirmalar i¢in ¢esitli yontem parametreleri
kesinlikle optimize edilmelidir. Ayrica doku ve plazma 6rnekleri icin tek basamakta
metabolitlerin, lipitlerin ve hatta proteinlerin tiikketilmesi i¢in gelistirilen protokoller
cesitli oranlarda olgeklenebilir ve numune toplamanin zor oldugu, kiiclik hacimli
numunelerin toplanabilecegi veya kii¢iik deney hayvanlart ile yapilan ¢aligmalara

uyarlanabilir.
5.2. Optimize Yontemlerin Ger¢ek Orneklere Uygulanmasi

Beyin kanserleri, beyinde baslayan ve viicudun diger bolgelerine neredeyse hig
yayilmayan birincil beyin tiimorlerini ve viicudun bagka bir bolgesinde baglayan
kanserlerin neden oldugu ikincil beyin tiimorlerini yani metastazlar icerir. Ulusal
Beyin Tiimorii Dernegi’nin 2022 verilerine gore kotii huylu beyin tlimoérlerinin

ortalama bes yillik goreceli sag kalim oram1 %35,6’dir. CBTRUS’a gore
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menenjiyomlar en sik goriilen beyin tiimdrii olup birincil beyin tiimdrlerinin %39 unu,
korkung bir prognoza sahip olan GBM ise bir yildan daha uzun bir ortalama sag kalim
orant ile kotii huylu beyin tiimorlerinin %49,1’ini olusturmaktadir. Metastatik beyin
tiimdrlerinin birincil beyin tiimorlerinden 10 kat daha yaygin oldugu tahmin edilmekte
ve en sik akciger (%39-56) kaynakli meydana geldigi bilinmektedir (2, 3).

Diisiik sag kalim oranlar1 nedeniyle beyin tiimorlerinin erken teshisi zorlu
ancak karsilanmasi gereken bir ihtiyagtir. Beyin tiimdrlerinin semptomlar1 bas agrisi
veya bas donmesi gibi spesifik olmayabilir (261). Pratisyen hekimler genel
semptomlarla bagvuran herkesi pahali beyin goriintiileme tekniklerine (MRI, CT) sevk
edemeyeceginden beyin tlimdrlerinin tanisi samanlikta igne aramaya benzetilebilir
(262). Ayrica beyin taramasi ve vakalarin biiyiik cogunlugunda histolojik tan1 olmadan
herhangi bir beyin tiimoriinii giivenilir bir sekilde teshis etmek miimkiin degildir. Hatta
kimi zaman benzer 6zellikler gosterip farkli davranan beyin tiimorleri ayni histolojik
siniflandirma grubunda yer alabilmektedir.

Genel olarak tanisal goriintiilemeye daha siddetli ndrolojik semptomlarla
basvuru yapan hastalar hizla yonlendirilip beyin tiimorleri erken teshis edilirken,
hastalarin ¢ogunda tiimor dis1 bir tani ile daha fazla iligkili olan veya tanisal olarak
zorlayici spesifik olmayan semptomlara bagli olarak birka¢ haftalik tani1 gecikmesi
goriiliir (263). Beyin tiimorlii hastalar icin teshise kadar gegen siire kimi zaman daha
da uzun olabilmektedir. Tanidaki gecikmelerin yagam kalitesi ve sag kalim iizerindeki
negatif etkilerinin yani sira tedaviye zamaninda erisim saglanamaz. Bu nedenle beyin
tiimorlerinde erken teshis hastanin yasam kalitesi ve hayatta kalmasi siiresi lizerinde
pozitif etkiye sahip erken tedavi anlamina gelir. Kisaca beyin tiimorlerinin teshisine
kadar gegen siirenin kisaltilmast;

= Tiimoriin ilerlemesine daha erken miidahale edilerek tiimoérle iligkili beyin
hasari riskinin azaltilmasini,

= Artan mortalite ve morbidite riskleri ile birlikte ciddi sekilde artan kafa ici
basing nedeniyle acil olarak gerceklestirilen operasyonlarin sayilarinin
azaltilmasini,

= Hasta, aile, doktor veya saglik sistemi gecikmelerinden kaynaklanip
kaynaklanmadigina bakilmaksizin yasam siirelerinin uzatilip, aile ve hasta

endiselerinin asgari seviyeye indirilmesini saglayabilir.
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Beyin tiimorleri kemoterapi, stereotaktik radyocerrahi, tim beyin radyoterapisi
ve cerrahi miidahale ile tedavi edilebilmektedir. Sunulan tedaviler hastanin klinik
durumuna, metastazlarin kokenine, tiimor tipi, boyutu ve derecesi ile lezyonlarin
sayist, derinligi ve kiitlesine baglidir. Bu nedenle tiimor tipine bagl olarak tedavinin
her hasta i¢in kisisellestirilmesi ve hastanin tibbi durumu géz 6niinde bulundurularak
farkl1 yaklasimlar ile stratejiler gelistirilmesi ndrolojik olarak geri doniisiimsiiz
kayiplarin 6nlenmesi ve uzun yasam siirelerinin saptanmasi acisindan olduk¢a dnem
arz etmektedir. Bunun i¢in uygulamasi kolay, duyarlilig1 ve segiciligi yliksek ve ayni
zamanda da ucuz olan yontemlere ihtiya¢ vardir ki su anda bdyle bir yontem mevcut
degildir (262). Ayrica spesifik olmayan semptomlar1 olan hastalarin daha erken bir
asamada beyin tlimoriine sahip olma olasiliginin yiiksek oldugunu belirlemeye
yardimci olacak testler tanisal goriintiileme olanaklarina olan talebi dnceliklendirip
hastalarin yasam siirelerini de 6nemli Glgiide etkileyecektir. Tiim bu nedenlerle geri
doniissiiz norolojik bozukluklar gelismeden veya acil miidahale gerekmeden once
beyin tiimdrlerinin erken tani ve tedavinin etkinlik ve yeterliliginin izlenmesinde her
yerde kolaylikla ulasilabilecek ve diizeyleri belirlenebilecek yeni biyobelirteglerin
belirlenmesine mutlak surette ihtiyac¢ vardir. Kuskusuz ki biitiinlesik omiks analizler
bunu saglayacak en 6nemli fenomen olup fenotipi en iyi yansittigi bilenen ve genotip-
fenotip arasinda bir koprii gérevi gdren metabolomik ve lipidomik analizler bu noktada
kilit rol oynamaktadir.

Omiks c¢alismalarda dogrudan tiimorii ¢evreleyen dokunun kan 6rneginden
daha yiiksek seviyelerde potansiyel biyobelirtegler icerdigi ve optimal tedaviye karar
vermede potansiyel yol gdsterici olduklar1 diisiiniilmektedir (133). Kan plazmasi ise
minimal invaziv toplanmasi1 ve daha kolay erisilebilirligi nedeniyle omiks ¢aligmalarda
ve klinik uygulamalarda en yaygin kullanilan biyoakiskandir (131, 132). Bu nedenle
hastalardan toplanan tiimor dokusu ile plazma Orneklerinden yapilan es zamanl
analizler sonucu tanimlanan potansiyel biyobelirteclerin her iki Ornek tiirii igin
degerlendirilmesi ve biyobelirte¢ baglaminda aralarindaki benzerlik ve farkliliklarin
aciga cikarilmasi, hastaliklarin erken teshisi icin elde edilen bilginin kapsaminin ve
giivenilirliginin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda tiimor ve plazma 6rnekleri arasindaki iligkinin incelenmesi beyin timor

tipleri (veya digerleri) hakkinda bir dizi bilginin kesfedilmesini saglayan cerrahi
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biyopsilere basit bir alternatif olan sivi biyopsilerin dogrulugu ile gilivenilirligini
arttiracak ve hastalarin tedavi etkinliginin izlenmesi acisindan daha saglam ipuglari
saglayacaktir. Bu nedenle kontrol grubu ile GBM, menenjiyom ve akciger kanseri
beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii hastalar arasinda doku ve plazma
diizeyleri degisen aday biyobelirteclerin yani metabolitlerin ve lipitlerin saptanmasi bu
¢alismanin ardisik hedefini olusturmaktadir.

S6z konusu plazma ve doku drneklerindeki metabolitler ve lipitler tartigilirken
onem dereceleri ile tiimor tipi temelinde dahil olabilecekleri olas1 metabolik yolaklar
ve literatiirdeki calismalar g6z oniinde bulundurulmustur. Omiks ¢alismalarda elde
edilen kiitle spektrumlar1 veri bankalarinda yer alan spektrumlarla oOrtiistiiriilerek
isimlendirilmektedir. Bu nedenle bazi metabolitler insan metabolizmasinda yer alan
yolaklarda gorevli ara iiriinler degildir veya etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Bu nedenle bu metabolitlere tartismada yer verilmemistir. Analiz
sonuglar1 tiimor tipleri acisindan doku ve plazma ornekleri i¢in karsilastirilmis ve

biitlinciil olarak tartisilmistir.
5.2.1. Doku Ornekleri

Biyobelirteg caligmalarinda amag¢ hedeflenen hastalik grubunun saglikli
gruptan ayrilabilmesini saglayacak Oncelikle aday sonrasinda ise valide edilmis
biyomolekiillerin (metabolitler, lipitler, proteinler v.b.) tespit edilmesini saglamaktir
(264). PLS-DA ve OPLS-DA skor grafikleri calismaya dahil edilen gruplarin
birbirlerinden ne derecede farklilastigini gosteren cok degiskenli analiz yontemleridir.
Bu grafiklerde gruplarin olabildigince ayrik kiimelenme gdstermeleri istenir. Ancak
omik temelli klinik arastirmalarda bu her zaman miimkiin olmamaktadir (265). Tez
caligsmasi kapsaminda dncelikle GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi
tanist konulan beyin tiimdrlii hastalarin doku 6rneklerinde tanimlanan metabolit ve
lipitler ile tiim gruplarin es zamanl incelenmesi icin PLS-DA skor grafigi
olusturulmustur. Bu grafige gore kontrol ile menenjiyom gruplarinin GBM ile akciger
kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin tiimorlii hasta gruplardan net bir sekilde
farkli kiimeler halinde ayrildig1 ancak GBM ve metastaz gruplarinin birbirinden net
bir sekilde ayrilmadigi goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.18.). PLS-DA skor grafiginde GBM

ve metastaz gruplarmin yakin kiimeler halinde toplanmasi her iki tiimor grubunun da
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kotii huylu olmasi ve bu doku 6rneklerinin iyi huylu olarak atfedilen menejiyom ve
kontrol grubundan farkli profil gdstermesi ile iligkilendirilmistir. Sonrasinda ikili
gruplarin karsilastirilmasinda siklikla tercih edilen ¢ok degiskenli analiz yontemi olan
OPLS-DA grafikleri olusturulmus ve menenjiyom, GBM ve akciger kanseri beyin
metastazi tanis1 konulan beyin tiimorlii hasta gruplarinin kontrol grubundan net bir
sekilde ayrildig1 gozlemlemistir (Bkz. Sekil 4.19A., Sekil 4.20A., Sekil 4.21A.).
OPLS-DA kullanilan algoritma geregi zorlanmis bir analiz yontemidir ve bu nedenle
dogrulugunun gosterilmesi gerekmektedir. Bu nedenle OPLS-DA modellerinin
giivenilirligi sirastyla model uyumu ve tahminini saglayan R? ve Q* degerleri ile
sinanmistir. OPLS-DA grafiklerine ait elde edilen R? ve Q? degerlerinin 0,3 ten biiyiik
olmas1 yontemlerin gegerli oldugunu gostermekte kullanilan kriterlerdir. Tez
kapsaminda kontrol ile tiimor gruplarmin ikili karsilastirmasi icin hesaplanan R? ve Q?
degerlerinin 0,9’dan biiyiik olmas1 olusturulan modellerin oldukga giivenilir oldugunu
gostermektedir. Son olarak doku 6rneklerinde kontrol-GBM, kontrol-menenjiyom ve
kontrol-akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii hasta gruplarinda
saptanan metabolitler ve lipitler ile VIP ve ROC egrileri olusturulmus ve bir grubu
diger gruptan ayiran aday biyobelirtegler belirlenmistir. Katsay1 grafikleri ile de
gruplarin farklilasmasinda rol aldig1 belirlenen metabolitlerin ve lipitlerin kontrol ve
hasta gruplarindaki diizeyleri belirlenmistir.

Doku orneklerinden yapilan metabolomik analizler sonucunda kontrol ile
GBM gruplariin ayirimimin genel olarak lipitler ile saglandigi tespit edilmistir.
Gliserofosfolipit smifinda yer alan ¢esitli uzun zincirli PC ve PE
(fosfatidiletanolamin)’lerin GBM grubunda azaldigi, ¢ift bag geometrisine sahip
PC’lerin ise GBM grubunda artig1 gozlemlenmistir. Ayrica sterol lipit sinifinda yer
alan farkli zincir uzunluklarindaki kolesteril esterlerin (CE) GBM grubunda arttig1
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.19C.).

GBM grubuna benzer sekilde menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi
tanis1 konulan beyin tiimorlii hasta gruplarinda gliserofosfolipit sinifinda yer alan PC,
PE ve PS tiirlerinin diizeylerinde azalma ve genel olarak ¢ift bag geometresine sahip
PC’ler ile sfingolipit sinifinda yer alan sfingomiyelin (SM) diizeylerinde artis
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.20C., Sekil 4.21C.). Ayrica menenjiyom grubunda bir PE

ile gliserolipit sinifinda yer alan triagilgliserollerin (TG), metastaz grubunda ise sterol



229

lipit sinifinda yer alan hidroksiprogestron ve CE ile gliserolipit sinifinda yer alan
diagilgliserol (DG) gibi farkli lipit tiirlerinin diizeylerinde artis gozlemlenmistir.

Gliserofosfolipitlerin ana islevlerinden biri hiicre zarlarinda yapisal bilesen
olarak hizmet etmek ve bunlara kararlilik, akiskanlik ve gecirgenlik saglamaktir (266).
Gliserofosfolipid terimi, gliserol parcasina bagl en az bir O-acil veya O-alkil veya O-
alk-1'-enil kalintis1 i¢eren herhangi bir gliserofosforik asit tiirevi anlamina gelir. Her
gliserofosfolipit molekiilii kiigiik bir polar bas grubu ve iki uzun hidrofobik zincirden
olusur. Hiicre zarinda yer alan iki fosfolipit tabakasindan ilki yagli ve hidrofobik bir
merkez olusturur ve iyonik bag gruplar hiicre zarinin i¢ ve dis ylizeylerine yerlestirilir.
Olusan bu yap1 kararlidir ¢ilinkii iyonik hidrofilik bas gruplar hiicrenin igindeki ve
disindaki sulu ortam ile etkilesirken hidrofobik kuyruklar birbirleriyle etkilesimlerini
arttirir ve sulu ortamlardan uzak tutulur. Olusan bu yap1 sonucunda hiicrenin igi ve
cevresi arasinda yagli bir bariyer olusur. Gliserofosfolipitler hiicre zarlarindaki
islevlerinin yani sira sinyal iletimi ve tasinmasi gibi 6nemli hiicresel siireclerde de rol
alirlar. PC ve PE tiim memeli hiicre zarlarinda en bol bulunan gliserofosfolipitlerdir
ve lipit ¢ift tabakasinin anahtar bilesenleridir ayrica bunlar metabolizma ve sinyal
iletimi gibi diger hiicresel siireglerde de gorev alirlar (267).

Gliserofosfolipitler genellikle farkli ara iiriinlerle birka¢c asamada metabolize
edilir. Bu metabolizmadaki ilk adim lizofosfatidik asidi (LPA) olusturmak i¢in yag
asidi zincirlerinin gliserol omurgasina eklenmesini veya transferini icerir. LPA daha
sonra bir sonraki ara iirlin olan fosfatidik asidi (PA) olusturmak iizere agillenir. PA
defosforile edilerek PC sentezinde gerekli olan diacilgliserolii olusturur. PC birgok
gliserofosfolipit tiiriinden sadece biridir. Kennedy yolag: ad1 verilen bir yolakta kolin,
PC CDP-Kolin'e doniistiiriiliir (268). Ardindan PC, PS ve PE gibi diger
gliserofosfolipit tlirlerine doniistiiriilebilir (269). Bu baglamda, GBM hastalarindan
alman doku Ornekleri ile yapilan analizler sonucunda metabolizmaya bagli olarak
cesitli lipit tilirlerinin kontrol grubuna gore degisim gosterdiginin belirlenmesi
Oonemlidir.

Shakya ve ark. (270) nin yaptig1 hedeflenmis ve Wang ve ark. (60)’nin yaptigi
hedeflenmemis lipidomik analizlerde cesitli gliserofosfolipitlerin GBM tiimdrlerinde
Oonemli degisim gosterdigini bildirilmis ve bu ¢alismalar tez kapsaminda elde edilen

bulgular ile iligkilendirilmistir.
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Kolesterol hiicre zarlarinin 6nemli bir bilesenidir (271). Kolesteroliin uzun
zincirli yag asitleri ile esterlestirilmesiyle olusan kolesteril esterler, bir yandan
kolesteroliin kan yoluyla lipoproteinler araciligiyla tasinmasini saglarken diger yandan
da kolesteroliin hiicrelerde birikmesini saglarlar (272). NMR ile yapilan bir ¢aligmada
CE’lerin yliksek dereceli glioma dokularinda normal dokulara goére yiiksek seviyelerde
saptandig1r belirtilmistir (273). Bir bagka c¢alismada GBM hasta dokularinda
lipoprotein reseptoriiniin (LDLR) ekspresyonunda artis gézlemlenmis ve bu artis
GBM hiicrelerinde yiiksek seviyelerde var olan kolesterol esterleri ile
iliskilendirilmistir (274). LDLR'nin islevi kan dolasiminda bol miktarda bulunan ana
kolesterol olan diisiik yogunluklu lipoproteini (LDL) baglamak ve daha sonra LDL'yi
hiicrelere getirmek ve hiicre kullanimi i¢in kolesterol saglamaktir (275). Bu bulgular
GBM grubunda kolesterol esterlerinin artisin1 kismen agiklamakta ve tez ¢aligmasi
kapsaminda elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

GBM hastalariin doku orneklerinde anormal derecede yiiksek ve diisiik
hiicresel PC, PE ve PS diizeyleri ile yiliksek CE seviyeleri GBM tiimorlerinin
ilerlemesiyle baglantili olabilir. Lipit diizeylerindeki bu farkliliklar membran
akiskanliginda ve gecirgenliginde degisikliklere neden olabilir. Bu baglamda GBM
tiimorlerinin etki mekanizmasinin daha net bir sekilde aydinlatilmasi igin lipit
metabolizmasinin sonraki arastirmalarda hiicresel ve molekiiler seviyelerde
incelenmesi Onemlidir. Ayrica tez g¢alismasi kapsaminda GBM ve normal beyin
dokularinda belirlenen lipidomik ve metabolik farkliliklar néronal fenotipler ve IDH
durumu ile iligkili olabilecek ortak 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasina katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Sfingomyelin hiicrede 6nemli yapisal ve fonksiyonel rollere sahiptir. Bir
plazma zar1 bilesenidir, bir¢ok sinyal yolaginda gorev alir ve hiicre de 6nemli rol
oynayan bircok {irlin olusturur (276). Sfingomiyelin hidrolizinin yolagin baslangicina
yakin bir noktasinda meydana gelmesinin seramid {iretimini ve ya hiicre 6liimiiniin
hizim1 ve bi¢imini etkiledigi gosterilmistir (277). Menenjiyom grubunun kontrol
grubundan farklilasmasinda rol aldig1 belirlenen Cer(d16:2(4E,6E)/22:1(13Z)(20H))
bu sonuglar1 destekleyici nitelikte olmakla birlikte menenjiyom tlimdrlerinin hiicre
apoptozunda seramid ve sfingomiyelin lipit tiirlerinin etkili olabilecegi sonucu

cikarilmistir. Ayrica sfingomiyolin hidrolizinin ardindan meydana gelen seramidin
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menenjiyom grubunda azalmasi seramidlerin diger hiicresel siireglerde rol aldigina
veya sfingomiyolin hidrolizinin yeteri kadar ger¢eklesmedigine isaret etmektedir.

On dort intrakraniyal menenjiyom hastasi ile *'P-NMR ile yapilan galismada
gliserofosfolipit diizeylerinde degisim gozlemlenmis ve spesifik olarak derece 1
menenjiyom hastalarinin PE seviyelerinde 6nemli derecede diisiis tespit edildigi
bildirilmistir (278). Bir diger calismada ise PLA: transkriptlerinin menenjiyom
tiirlerinde eksprese edildigi ve bu ekspresyonun tiimor biiylimesi tizerinde fosfolipitler
ve sitokin aglari iligkili olabilecegi bildirilmistir (279). Literatiirdeki bu bulgular tez
calismas: kapsaminda degisimleri belirlenen fosfolipit diizeylerindeki degisimleri
dogrular niteliktedir. Ayrica Lehnhardt ve ark. (280)’nin yiiksek diizeyde SM tiirleri
ile menenjiyomlar1 glioblastomlardan ayirt ettigi calisma, tez kapsaminda menenjiyom
hastalarindaki SM diizeylerinin artigina dair bulgular1 dogrular niteliktedir.

Bu bilgiler 1s181inda sfingomiyelin, seramid, PC, PE, PS gibi gliserofosfolipit
tiirleri ile triacil gliserol diizeyleri menenjiyom olusumu ve gelisimiyle baglantili
olabilir. Bu nedenle patolojik, hiicresel ve molekiiler seviyelerde bu lipitler ve lipit
simiflarinin  dikkate alinmasi menenjiyom hastalar1 i¢in tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan arastirilmalidir.

Kan-beyin bariyeri beyin i¢ine ve disina tasinan molekiillerin yeterli
kontroliinii saglamak i¢in kan kilcal damarlar1 ve ndronal ag arasindaki dinamik
etkilesimlere olanak saglayan yar1 gegirgen bir endotel hiicre siniridir. Endotel hiicre
zarlarinin lipit bileseninde yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan maddelerin kilcal damardan
daha iyi gecebildigi ve bu nedenle bir maddenin kandan beyne penetrasyon hizinin
lipit ¢oziintirliigii ile iliskili oldugu bildirilmistir (281). Tez calismas1 kapsaminda elde
edilen bulgulara gore akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimorlii
hasta gruplarindaki lipit seviyelerinin biitiinclil olarak etkilendiginin belirlenmesi
sasirtict degildir. Doku 6rneklerinden elde edilen bu bulgulara gére anormal derecede
yiiksek ve diisiik cesitli lipit siniflarinin akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan
beyin tiimorlii hastalar i¢in ¢oziliniirliiklerinin ve go¢ hizlarmin degerlendirilmesi ve
sonraki caligmalarda bunlarin hedeflenmis analizlerle diizeylerinin belirlenmesi bu
tiimorler ile birincil beyin tiimorleri arasindaki benzerlik ve farkliliklarin net bir
sekilde ayirt edilmesini, erken teshis ve tedaviye verilen yanitin izlenmesini

saglayabilir.
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Doku ornekleri i¢in kontrol gruplarina karsi timor gruplariin biyobelirteg
analizleri incelendiginde ¢ok yiiksek tahmin giiciine sahip AUC degerlerinin (>0,95)
elde edildigi goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.22A., Sekil 4.23A., Sekil 4.24A.). Ayrica
tahmini sinif olasiliklarii gosteren dagilim grafiklerinde gruplarin net bir sekilde
birbirinden ayrildigir ve orneklerin yanlis bir siniflandirma grubunda yer almadigi
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.22B., Sekil 4.23B., Sekil 4.24B.). GBM, menenjiyom ve
akciger kanseri beyin metastazi tanisi konulan beyin tiimér gruplarimin kontrol
grubundan farklilagmasinda D-sorbitol, fosforik asit ve myo-inositol metabolitlerinin
ve PC(16:0/18:1(11Z)), PC(14:0/18:0), SM(d18:0/18:1(9Z2)), PC(14:0/16:0)
lipitlerinin farkli 6nem derecesine sahip ortak aday biyobelirtecler oldugu
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.22D., Sekil 4.23D., Sekil 4.24D.). VIP ve katsay grafikleri
ile GBM ve kontrol gruplarinin ayiriminda énemli oldugu belirlenen PC, PE ve CE
lipit tiirleri ile menenjiyom-kontrol ve metastaz-kontrol gruplarin farklilagmasinda
onemli oldugu belirlenen PC, PE, PS ve SM gibi lipit tiirlerinin biyobelirte¢ analizleri
sonucunda da dnemli bulunmas1 VIP ve katsay1 grafiklerinden elde edilen sonuglari
desteklemektedir.

Sonug olarak ¢ok sayida istatistiksel test ve literatiir verilerine bagli olarak
doku orneklerinin analizleri sonucunda tanimlanan bu metabolitler ve lipitler GBM,
menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorlii
hastalarin tanisinda kullanilabilecek énemli aday biyobelirteglerdir. Genis 6rneklem
grubu ile yapilan sonraki hedeflenmis biyobelirte¢ caligmalarinda bu molekiillerin
valide edilerek biyobelirtec olma niteliklerinin degerlendirilmesi bu beyin

tiimdrlerinin erken teshisi agisindan 6nem arz gerekmektedir.
5.2.2. Plazma Ornekleri

Doku ornekleri ¢alismasina benzer sekilde plazma 6rneklerinde de tanimlanan
metabolit ve lipitler ile olusturulan PLS-DA skor grafiginde kontrol grubunun net bir
sekilde menenjiyom, GBM ve akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin
tiimorli hasta gruplarindan ayrildigi goriilmiis ancak tiimor gruplarinin kendi i¢inde
farklilagsmadig1 saptanmistir (Bkz. Sekil 4.42.). Ardindan kontrol grubuna kars1 timor
gruplar1 doku 6rneklerinde oldugu gibi (B6liim 5.2.1.) ayr1 ayr1t OPLS-DA grafikleri

ile karsilastirilmis ve bu grafiklerde menenjiyom, GBM ile akciger kanseri beyin
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metastazi tanisi konulan beyin timorlii hasta gruplarinin kontrol grubundan net bir
sekilde farklilagtig1 tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.43A., Sekil 4.44A., Sekil 4.45A.).
OPLS-DA grafiklerinde model uyumu ve tahmini R? ve Q? degerlerinin hesaplanmasi
ile degerlendirilmis ve bu degerlerin 0,3’ten biiyiik olmasi yOntemlerin gecerli
oldugunu gostermistir. Plazma &rnekleri icin hesaplanan Q? degerleri doku
orneklerinden daha diisiik olsa da plazma ornekleri i¢in olusturulan OPLS-DA
modellerinin tahmin giiclintin (>0,65) kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu
belirlenmistir.

Plazma orneklerinin analizinde doku orneklerinden farkli olarak kontrol ile
tiimor gruplarinin ayiriminda hem c¢esitli lipitlerin hem de metabolitlerin etkili oldugu
goriilmiistiir.  Kontrol grubuna karst timdr gruplarmin  farklilagsmasinda
PA(22:4(72,102,13Z,167)/16:0),  dehidroaskorbik  asit, gliserik asit, N-
(Heptadekanoil)-etanolamin, N-(Pentadekanoil)-etanolamin, PE-Cer(d16:2(4E,6E)/
16:0(20H)), PI(O-20:0/0:0) ve tetradekandioik asit’in ortak degisim goOsteren aday
biyobelirtegler oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.43B., Sekil 4.44B., Sekil 4.45B.).

Plazma oOrneklerinin analizleri sonucunda kontrol grubuna goére GBM
grubunda gliserofosfolipit (PA, PC, LysoPE), sfingolipit (PE-Cer), gliserolipit (TG)
ve yag asiti sinifinda (tetradekandioik asit) yer alan yer alan bazi lipit tiirleri ile
dehidroaskorbik asit, D-glukoz-6-fosfat, sitidin, pirol-2-karboksilik asit, gliserik asit,
DL-4-Hidroksifenillaktik ~ asit  metabolitlerinin  diizeylerinde  artis, bazi
gliserofosfolipitler (PC, PS, PE, PI) ile yag asitleri tiirlerinin (N-(Heptadekanoil)-
etanolamin, N-(Pentadekanoil)-etanolamin) diizeylerinde ise azalma gézlemlenmistir
(Bkz. Sekil 4.43C.). Plazma oOrneklerinden elde edilen bu bulgulara gore lipit
tiirlerindeki degisimin doku Orneklerinden elde edilen sonuglarla paralel oldugu
goriilmiistiir. Yine de doku ve plazma 6rneklerinde elde edilen bulgularda bazi benzer
lipit gruplarinda yer alan kimi lipitlerin diizeyinde artma kimisinde ise azalma
goriilmesi degisimlerin lipit siniflarindan ziyade dogrudan lipit yapisina bagl olarak
degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda
elde edilen bulgularin gelistirilmesi icin bir sonraki adim olarak hedeflenmis
caligmalarla bir lipit sinifinda yer alan farkli zincir ve yan zincir uzunlugu, bas yapisi,
yan zincir sayisi, toplam karbon sayisi ile ¢ift bag sayis1 ve geometrisi gibi lipitlerin

davranigin1  belirleyen 6nemli parametrelerin géz Oniine alinarak sonuglarin
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degerlendirilmesi beyin tiimdrlerinin olusum ve gelisiminde lipit metabolizmasi ile
ilgili olarak daha kesin yargilara varilmasi agisindan degerli olacaktir.

Dehidroaskorbik asit (DHA), askorbik asidin (C vitamini) oksitlenmis bir
formudur. DHA nin hiicrelere aktif tasinmasi yoluyla askorbatin geri donistiiriillmesi
ve ardindan indirgenerek yeniden kullanilmasi, insanlarin onu glikozdan sentezleme
kabiliyetini arttirir (282). Beyin en yliksek C vitamini derisimine sahip organlardan
biri olmakla birlikte C vitamini kan dolagimindan beyne gecemez. Bunun yerine DHA,
GLUTI! tastyicilan aracilifiyla kan-beyin bariyerinden taginir ve daha sonra tekrar
askorbata doniistiirtiliir (283, 284). Bu baglamda, tez calismasi kapsaminda GBM
hastalarinda tespit edilen dehidroaskorbik asit artist GLUTI1 tasiyicilarinin
fonksiyonlarindaki bir bozuklukla iligkili olabilir. Ramirez ve ark (285)’nin GBM
tiimorlerinin metabolizmalarini degistirerek, C vitamininin oksitlenmis formu olan
DHA igeren glikoz tasiyicilart GLUT lerin ekspresyonunu arttirdiklarini bildirdikleri
calisma tez kapsaminda elde edilen bu bulguyu dogrulamaktadir.

Sitidin niikleik asitlere dahil olmanin ve diger fonksiyonlarinin yani sira PC ve
PE biyosentetik yollarinda ihtiya¢ duyulan sitidin trifosfatin (CTP) bir Onciistidiir.
Sitidinin beynin hiicre dis1 sivisina ve daha sonra noronlara ve gliaya tasimasi,
beyinde kullanilmasi i¢in gerekli 6n kosullardir. Dolagimdaki sitidinin beyin alimina
aracilik eden etkili bir mekanizma heniiz gosterilmemistir. Ancak beyinde en bol
bulunan gliserofosfolipit olan PC’nin Kennedy yolagiyla biyosentezinin hiz sinirlayici
adimda yer alan bir sitidin niikleotidi olan fosfokolin ve sitidin trifosfat (CTP)
gerektirdigi bilinmektedir (286). Bu baglamda plazma 6rnekleri ile yapilan analizler
sonucunda GBM grubunda sitidin seviyelerinde belirlenen artts GBM’li hastalarin
doku Orneklerinin analiz bulgular1 sonucunda belirlenen ¢ift bag geometrisine sahip
PC lipit diizeylerindeki artigla iliskilendirilmistir. Bu bilgiler 1s181inda sitidin
diizeyindeki artis s1vi biyopsi ile GBM hastalariin erken teshisinde ve tedaviye
verdikleri yanitin izlenmesinde kullanilabilecek imza niteligine sahip potansiyel bir
metabolit olabilir.

Insan kaynakli beyin tiimérii baslatan hiicrelerin  glukoz-6-fosfataz
(G6PC/G6Pase) enzimini, 2-deoksi-d-glukoz (2DG) tarafindan indiiklenen glikolitik
inhibisyona kars1 koymak ve malign ilerlemeyi siirdiirmek i¢in kullandig

bildirilmistir. G6PC’deki azalma, insan kaynakli beyin tiimorii baglatan hiicrelerin
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cogunu glikolitik inhibisyonda hayatta kalamaz hale getirir ve glikojen sentazin
(GYS1) aktivasyonu ile glikojen fosforilazin (PYGL) inhibisyonu yoluyla glikojen
birikimini destekler. G6PC yikimindan kurtulan beyin tiimdrii baglatan hiicrelerin daha
az agresif oldugu ve GBM’de glukoz-6-fosfataz (G6PC/G6Pase) ekspresyonunun
normal beyine gore daha ytiksek oldugu bildirilmistir (287). Buna gore tez caligmasi
kapsaminda GBM grubunda glukoz-6-fosfat diizeyinde belirlenen artis Abbadi ve ark.
(287)’nin GBM’li hastalardaki glukoz-6-fosfataz enzim diizeylerindeki artis1 bildiren
calismay1 destekleyici niteliktedir. Bu nedenle glukoz-6-fosfat ve glukoz-6-fosfataz
enzimin gorev aldig1 glikoliziz yolagi GBM’li hastalarin yasam siirelerini uzatmak
acgisindan 6énemli olabilir.

Yeterince yiiksek seviyelerde gliserik asit bir asidojen ve bir metabotoksin
olarak hareket edebilir. Bir asidojen bir¢ok organ sistemi iizerinde birden fazla
olumsuz etkiye sahip olan asidoza neden olan asidik bir bilesiktir. Metabotoksin ise
kronik olarak yiiksek seviyelerde olumsuz saglik etkilerine neden olan endojen olarak
tiretilen bir metabolittir. Gliserik asit gibi organik asitlerin seviyelerinin beyinde ve
diger dokularda anormal derecede yiiksek olmasi genel metabolik asidoza yol acar
(119). Hu ve arkadaslar1 (288) asidozun gliomadaki tiimdr mikro ¢evresinin dnemli bir
6zelligi oldugunu ve bunun kanser kok hiicrelerinin ¢oklu biyolojik fonksiyonlariyla
yakindan iligkili oldugunu bildirilmistir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda GBM
grubunda belirlenen gliserik asit diizeyindeki artis asidoz ile iligkilendirilmistir.

Plazma orneklerinden yapilan analizler sonucunda kontrol ile menenjiyom
gruplarmin  aymmminda GBM grubu ile ortak olarak PI(O-20:0/0:0), N-
(pentadekanoil)-etanolamin ve N-(heptadekanoil)-etanolamin lipitlerinin diizeylerinde
azalma, LysoPE(0:0/18:2(9Z,12Z)), sitidin, pirol-2-karboksilik asit, gliserik asit,
dehidroaskorbik asit, PE-Cer(d16:2(4E,6E)/16:0(20H)), tetradekandioik asit,
PA(22:4(72,10Z,13Z,16Z)/16:0) diizeylerinde ise artis gdzlemlenmistir (Bkz. Sekil
4.43C., Sekil 4.44C.). Bunlarin disinda plazma drneklerinden menenjiyom ile kontrol
gruplarmin ayiriminda etkili olan diger lipitlerde doku 6rneklerine benzer sekilde artis
ve azalislar, N-undekanoilglisin diizeyinde azalma, kaprik asit, kreatinin, 3-
indolpropiyonik asit, D-malik asit ve alfa-Glukosamin 1-fosfat diizeylerinde ise artis
gbzlenmistir. Tiim bu aday biyobelirteglerden sitidin, gliserik asit, dehidroaskorbik

asidin timor olusum mekanizmasina katkist GBM grubu i¢in yapilan agiklamalarla
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bagdastirilabilir. Bu nedenle her iki grupta da ortak olarak belirlenen ve oOnceki
caligmalarla desteklenen bu aday biyobelirteclerin sonraki ¢alismalarda hedeflenmis
analizlerle valide edilerek genis bir 6rneklem grubunda test edilmesi ve diizeylerinin
belirlenmesi, bu aday biyobelirteclerin hem GBM hem de menenjiyom tiimorlerinin
sivi  biyopsi ile erken teshisinde ve gelistirilen tedavilerin etkinliklerinin
incelenmesinde biyobelirteg olarak kullanimlar1 agisindan 6nem arz etmektedir.

N-undekanoilglisin N-asiltransferaz enzimi ile asetil-CoA + glisin <> CoA +
N-agilglisin reaksiyonu sonucunda iiretilir (119). Hiicrede meydana gelen bu tersinir
reaksiyonda N-undekanoilglisinin asetil-CoA {iretiminde kullanilmasi menenjiyom
grubundaki N-undekanoilglisin diizeyindeki diisiisle iliskili olabilir. Ote yandan N-
undekanoilglisin diizeyindeki azalmaya bagli olarak tersinir reaksiyonda olusan fazla
miktarda Asetil-CoA menenjiyom grubunda Krebs dongiisii metabolitlerinden malik
asidin diizeyindeki artisla iliskili olabilir.

Ozellikle hem doku hem de plazma Srnekleri ile yapilan analizler sonucunda
menenjiyom grubunda gliserolipit sinifinda yer alan TG’lerin artis1 dikkat ¢ekicidir.
Ayrica tez ¢alismasi kapsaminda doku 6rneklerine paralel olarak plazma 6rneklerinde
de bircok lipit smifinin diizeyinde belirlenen degisimler menenjiyomlu hastalardaki
lipit davraniglarinin lipit simifi ve yapisi diizeyinde hedeflenmis analizlerle biitiinciil
olarak incelenmesine isaret etmektedir ve kuskusuz ki bu yaklasim menenjiyom
timorlerinin olusum ve gelisimlerine ait 6nemli ve essiz bilgiler saglayip tedavi
etkinliginin izlenmesi agisindan faydali olacaktir.

Akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin tiimor grubu ile
menenjiyom grubu arasinda ortak olarak N-undekanoilglisin diizeyinde azalma,
CE(DiMe(135)) diizeyinde ise artis gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.44C., Sekil 4.45C.).
Ayrica gliserofosfolipit siifinda yer alan PS(21:0/18:0) diizeyinin menenjiyom
grubunda azaldig1 metastaz grubunda ise artti1 tespit edilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla menenjiyom grubunda PS(21:0/18:0) diizeyindeki azalma doku orneklerine
paralel olarak plazma orneklerinden elde edilen bulgularin da PLA> transkriptlerinin
ekspresyonu ile iligkili olabilecegini dogrulayan bir veri olarak yorumlanmis ve
PS(21:0/18:0) lipitinin menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan
beyin tiimorlii hastalarin klinik degerlendirilmelerinde 6nemli bir molekiil olarak

kullanilabilecegini diigindiirmiistiir. Ayrica PS(21:0/18:0) ile gliserofosfolipit ve
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gliserolipit (TG) smifinda yer alan diger lipitlerin doku 6rneklerine paralel sekilde
plazma oOrneklerinde de metastaz ve menenjiyom gruplarinda degisim gdstermesi
tespit edilen bu farkliliklarin her iki tiimor tipi icinde lipit gruplar1 diizeyinde
arastirmaya deger aday biyobelirtecler oldugunu gostermektedir.

Menenjiyom grubuna benzer sekilde akciger kanseri beyin metastazi tanisi
konulan beyin tiimorlii hasta grubunda da da N-undekanoilglisin diizeyindeki azalma,
tersinir reaksiyonda olusan fazla miktardaki Asetil-CoA’ya bagli olarak Krebs
dongiisii metabolitlerden a-ketoglutarik asitin diizeyindeki artisla iliskili olabilir.

3-metilindol sigara sirketleri tarafindan yayinlanan 1994 tarihli bir raporda
sigaralara eklenen 599 katki maddesinden biri olarak listelenmistir (289). Buna gore
akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorlii hasta grubunda bu
metabolitin artis1 sasirtict degildir ve sigara kullanimi veya maruziyetinin akciger
kanserine neden olduguna isaret etmektedir. 3-indolasetik asit triptofan
metabolizmasimnin bir parcalanma {riiniidir ve siklikla memeli bagirsaginda
bakterilerin etkisiyle iiretilir (290). Bu baglamda akciger kanseri beyin metastazi tanisi
konulan beyin tiimdorli hastlarin yer aldigi grupta gozlenen 3-indolasetik asit
diizeyindeki artis mikrobiyota ve triptofan metabolizmasindaki bir bozukluk ile iligkili
olabilir.

Kan beyin bariyeri molekiillerin beyne gecisini siki bir sekilde diizenler. Safra
asitlerinin kan beyin bariyeri gecirgenligini arttirdigini gosteren ¢aligmalar tez
kapsaminda akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorlii hasta
grubunda bir safra asidi tiirii olan glikosenodeoksikolik asit 3-glukuronid diizeyindeki
artis1 agiklamaktadir (291, 292).

Plazma o6rneklerinde kontrol gruplarina karsi timor gruplarinin biyobelirteg
analizlerinin doku orneklerine gore daha diisiik bir tahmin giiciine sahip oldugu
goriilse de kabul kriterlerinin hayli iistinde AUC degerleri (>0,925) elde edilmistir
(Bkz. Sekil 4.46A., Sekil 4.47A. ve Sekil 4.48A.). Ayrica doku 6rneklerinde oldugu
gibi plazma 6rneklerinde de tahmini sinif olasiliklarini1 gosteren dagilim grafiklerinde
gruplarin net bir sekilde birbirinden ayrildig1 ve d6rneklerin yanlis bir siniflandirma
grubunda yer almadig1 gortilmiistiir (Bkz. Sekil 4.46B., Sekil 4.47B., Sekil 4.48B.).
Ornegin Sekil 4.48B’de yer alan grafikte 12 akciger kanseri beyin metastaz hastasinin

kontrol grubunda yer alan 36 bireyden farklilasarak her bir hastanin kendi grubunda



238

siniflandigr goriilmektedir. Buna gore olusturulan biyobelirtegc modeli ile akciger
kanseri beyin metastaz hastalarina dogru teshis koyulabilecegi ve bu hastalarin saglikl
bireylerden ayirt edilebilecegi sonucu c¢ikarilabilir. VIP grafikleri ile gruplarin
ayirmminda etkili oldugu belirlenen aday biyobelirteclerin bircogunun biyobelirteg
analizlerinde de 6nemli oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.46D., Sekil 4.47D., Sekil
4.48D.). Buna gore doku orneklerine paralel olarak plazma 6rneklerinde de GBM,
menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorlii hasta
gruplarinin  kontrol grubundan farklilagmasinda c¢esitli lipitlerin etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica kontrol ile GBM gruplarimin farklilasmasinda dehidroaskorbik
asit, L-valin, maltoz, dehidroepiandrosteron, N-undodecaonlyglisin, sitriilin; kontrol
ile menenjiyom gruplarinin farklilasmasinda 3-indolpropiyonik asit, gliserik asit,
dehidroaskorbik asit, D-malik asit, alfa-glukozamin 1-fosfat, sitidin ve S-prenil-L-
sistein ve sakaroz; kontrol ve metastaz gruplarinin farklilasmasinda ise
dehidroaskorbik asit, glikokolik asit, gliserik asit, 3-metil indol, 3-indolasetik asit gibi
metabolitlerin 6nemli aday biyobelirtecler oldugu belirlenmistir.

Hem doku hem de plazma 6rnekleri ile yapilan analizler sonucunda istatistiksel
olarak anlamli degisim gosteren metabolitler ve lipitler (Bkz. Tablo 4.11., Tablo 4.12.,
Tablo 4.23., Tablo 4.24.) ile gerceklestirilen yolak analizi sonuglarina gore istatistiksel
olarak anlamli degisim gosteren ve tiimdr olusum ve gelisimiyle iliskili olan
yolaklarin sirasiyla GBM grubu i¢in; sfingolipit metabolizmasi, pentoz fosfat yolagi,
gliserofosfolipit metabolizmasi ve linoleik asit metabolizmasi, menenjiyom grubu
icin; gliserolipit ve gliserofosfolipit metabolizmasi, doymamis yag asitlerinin
biyosentezi, sfingolipit metabolizmasi, linoleik asit metabolizmasi alanin, aspartat ve
glutamat metabolizmasi ile taurin ve hipotaurin metabolizmasi, akciger kanseri beyin
metastazi tanist konulan beyin tiimorlii hasta grubu icin; birincil safra asidi
biyosentezi, doymamis yag asitlerinin biyosentezi, alanin, aspartat ve glutamat
metabolizmasi, sfingolipit metabolizmasi, linoleik asit metabolizmasi, arjinin
biyosentezi, gliserofosfolipit metabolizmas1 ve galaktoz metabolizmas1 oldugu
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.49., Sekil 4.50., Sekil 4.51.). Gliserofosfolipit, sfingolipit
ve linoleik asit metabolizmalarinin her {i¢ tiimor tipi i¢inde etkili oldugu tespit
edilmistir (Bkz. Tablo 4.25., Tablo 4.26., Tablo 4.27.). Bu sonuglar ortak olarak

degisen bu yolaklarin genel olarak beyin tiimdrlerinin olusumlari ve gelisimlerinde
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etkili olabilecegini diislindiirmiistiir. Tanimlanan 6 aday biyobelirte¢in yer aldig
pentoz fosfat yolagi GBM tiimoérlerine ait enerji tiikketim mekanizmasindaki
degisimlerin 6nemli olduguna isaret etmektedir. Yalnizca menenjiyom grubunda
istatistiksel olarak anlamli bulunan gliserolipit ile taurin ve hipotaurin metabolizmasi
menenjiyom tiimorlerine ait tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli
yolaklar olabilir. Diger timor gruplarindan farkli olarak akciger kanseri beyin
metastaz1 tanist konulan beyin tiimorlii hasta grubunda spesifik olarak degisim
gosteren birincil safra asidi biyosentezi, arjinin biyosentezi ve galaktoz metabolizmasi
bu tiimor grubuna ait tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve ila¢ direnglerinin
arastirilmasinda 6nemli ve dikkate alinmasi gereken yolaklardir.

Tez ¢aligmasi kapsamindaki beyin tiimorleri i¢in plazma ve doku 6rneklerinin
metabolomik ve lipidomik analiz sonuglarinin paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
Bu baglamda MRI gibi pahali tekniklere veya cerrahi operasyonlara ihtiya¢ duymadan
GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanis1 konulan beyin timorli
hastalarin erken teshisinde ve tedavi etkinliklerinin incelenmesinde, daha kolay
erigilebilirligi ve toplanmasi nedeniyle plazma oOrneklerinden tanimlanan aday
biyobelirteglerin sivi biyopside kullanim potansiyeli oldugu soylenebilir, ¢alisma
kapsaminda doku ve plazma 6rneklerinden elde edilen bulgular bu baglamda umut

vericidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Metabolom ve lipidom ¢ok farkli fizikokimyasal karaktere sahip metabolitler
ve lipitlerin karigimindan olusur. Bu nedenle geleneksel OVAT yaklagimlar: ile
metabolomik ve lipidomik analizler i¢in optimum deneysel kosullar belirlemek son
derece zordur. Ayrica optimize edilmis siireclerin ¢ogu birka¢ faktérden es zamanl
olarak etkilendiginden OVAT yaklasiminin ¢ogu zaman yetersiz oldugunu ve gevre
acisindan onemli olan yesil kimya talepleriyle ¢elistigi unutulmamalidir.

Bu tez ¢alismasinda ilk kez DoE yaklasimlari ile metabolomik ve lipidomik
analiz basamaklarini etkileyen ¢ok sayida faktdr deneysel akis sirasina gore biitiinciil
olarak degerlendirilerek doku ve plazma ornekleri i¢in ayr1 ayr1 optimize edilmistir.
Metabolomik analizler es zamanli olarak GC-MS ve LC-qTOF-MS ile, lipidomik
analizler ise LC-qTOF-MS ile ger¢eklestirilmistir.

Metabolitlerin yiiksek verimde tiiketilmesi icin aseton, asetonitril, etanol,
metanol ve su olmak iizere cesitli polaritelerde 5 farkli ¢oziiciiniin etkisi D-optimal
karisim tasarim ile degerlendirilmistir. Lipitlerin metabolitlerle birlikte es zamanh
olarak yiiksek verimde tiiketilmesi i¢inse diklorometan, hegzan, kloroform ve MTBE
olmak tizere ¢esitli polaritelerde 4 farkli ¢oziiciiniin etkisi, deneysel tasarimlarla
polarite farki olusturulamadigi icin OVAT yaklasimu ile test edilmistir. GC-MS temelli
metabolomik analizlerin tiirevlendirme basamaginda rol alan 8 faktor iki seviyeli
kismi faktoriyel tasarim ile, LCQTOF-MS temelli metabolomik analizlerin 6rnek
hazirlama basamaginda etkili olabilecek 3 faktor ise iki seviyeli tam faktoriyel tasarim
ile degerlendirilerek optimum deneysel kosullar belirlenmistir. LC-qTOF-MS temelli
metabolomik ve lipidomik analizlerin kromatografik ayiriminda etkili oldugu bilinen
3 faktor ise Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmistir.

Metabolomik ve lipidomik analizler icin yiiksek verimli analitik yontemler
gelistirmek amaciyla optimizayon g¢alismalarinda toplam pik alam1 degeri cevap
degiskeni olarak kullanilmistir. Deneysel tasarimlardaki varyasyon sistematik bir
sekilde regresyon analizleri ile kontrol edilip, dnerilen modellerin giivenilirligi ¢cok
sayida istatistiksel testler ve tani araglari ile desteklenmistir. Deneysel tasarimlar i¢in
Onerilen modellere ait istatistiksel analiz sonug¢larinin kabul sinirlari igerisinde oldugu

belirlenmis ve giivenilirlikleri kanitlanmigtir.
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Metabolitler ve lipitlerin doku drneklerinden metanol:su:diklorometan (2:1:3,
h/h/h) karisimi ile, plazma Orneklerinden ise metanol:su:kloroform (3:1:3, h/h/h)
karisimi1 ile es zamanl olarak tek basamakta ve yiiksek verimde tiiketildigi
belirlenmistir. Doku &rneklerinden GC-MS temelli metabolomik analizlerin
tiirevlendirme basmagi i¢in optimum kosullar: 20 pL. MeOX (piridin igerisinde 10
mg/mL) ile 30 °C’de 90 dak metoksiaminleme, 80 pL. MSTFA + %1 TMCS ile 70
°C’de 120 dak silillemedir. Plazma o6rneklerinden GC-MS temelli metabolomik
analizlerin tlirevlendirme basamagi i¢in optimum kosullar: 20 uL MeOX (piridin
igerisinde 30 mg/mL) ile 30 °C’de 90 dak metoksiaminleme, 80 uL. MSTFA + %1
TMCS ile 37 °C’de 120 dak silillemedir. LC-qTOF-MS temelli metabolomik
analizlerin Ornek hazirlama basamagi i¢in optimum kosullar; ucurulan doku
orneklerinin 200 pL %0,1 FA igeren asetonitril ile, ugurulan plazma 6rneklerinin ise
200 pL %0,1 FA igeren su:%0,1 FA iceren asetonitril (1:1, h/h) karigimi ile yeniden
¢Oziilmesidir.

Plazma ve doku Orneklerinden LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizler
icin optimum kosullar; (A) %0,1 FA igeren su ve (B) %0,1 FA igeren asetonitril
hareketli fazlari, 0,25 mL/dak akis hiz1 ve 30 °C kolon sicakligidir. Plazma ve doku
orneklerinden LC-qTOF-MS temelli lipidomik analizler i¢in optimum kosullar; (A)
%0,05 FA ve 10 mM AF igeren su:asetonitril (6:4, h/h) ve (B) %0,05 FA ve 10 mM
AF igeren igeren IPA:asetonitril (9:1, h/h) hareketli fazlari, 0,25 mL/dak akis hiz1 ve
60 °C kolon sicakligidir.

Bir¢cok aragtirma alaninda DoE yaklagimi uygulamiyor olsa da omiks
caligsmalarda kullanimi hala ¢ok sinirlidir ve potansiyeli tam olarak anlasilamamustir.
Omiks analizlerde gesitli 60rnek hazirlama, yontem gelistirme, veri isleme ve hatta
hayvan calismalarindaki c¢esitli protokollerin optimizasyonunda uygun deneysel
tasarim modellerinin sec¢imi ile DoE’den biiyiik 6lgiide yararlanilabilir. Ancak DoE
uygulamalarindan yararlanirken unutulmamasi gereken birka¢ Onemli parametre
vardir. Bunlardan ilki en iyi deneysel tasarim planinin basitge mevcut olmadigi
gercegidir. Uygun deneysel tasarimin se¢imi ¢ogunlukla ¢alismanin amacina baghdir.
Calismanin amaci1 agik¢a tanimlandiktan sonra faktorlerin sayisi, tiirli, faktorler
arasindaki etkilesimlerin olasilig1 ve mevcut kaynaklar belirlenmelidir. Bu baglamda,

gelecekte kuskusuz ki DoE omiks analiz protokollerini optimize etmek i¢in altin bir
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standart haline gelecektir ve yalnizca elde edilen sonuglarin iyilestirilmesine degil,
ayn1 zamanda deneylere harcanan maliyet ve zamanin diisiiriilmesine dolayisiyla yesil
analitik kimya uygulamalarina da katkida bulunacaktir. Sonug¢ olarak bu tez
calismasinda metabolomik ve lipidomik analizler i¢in uygulanan deneysel tasarim
yaklagimlar1 ile sunulan is akisinin sonraki omiks ¢alismalarda arastirmacilari tesvik
etmesi ve buna bagh olarak yiiksek verimli analiz yontemlerinin gelistirilmesi ile
klinik alanda daha kapsamli ve tekrarlanabilir veriler elde edilmesi beklenmektedir.

Tez caligsmasinin ikinci boliimiinde metabolomik ve lipidomik analizler i¢in
gelistirilen analitik yontemler GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi
tanis1 konulan beyin tiimorlii hastalardan toplanan doku ve plazma oOrneklerine
uygulanmistir. Tez kapsaminda en sik goriilen GBM, menenjiyom ve akciger kanseri
beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorlii hastalara ait fenotipler ilk kez doku ve
plazma orneklerinden es zamanli olarak biitiinlesik omiks analizler ile kapsamli
sekilde hem GC-MS hemde LC-qTOF-MS kullanilarak incelenmistir. QC 6rnekleri ve
MS/MS  verileri kullanilarak metabolitler ve lipitler yliksek giivenilirlikle
tanimlanmistir. Analiz sonucglari ¢cok degiskenli istatistiksel analizler, biyobelirteg
analizleri (ROC egrileri) ve yolak analizleri ile biitiinciil olarak degerlendirilmis ve
klinik agidan yorumlanmistir. GBM, menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi
tanis1 konulan beyin tiimorlii hastalara ait fenotipler belirlenmis ve hastaliga ait
molekiiler imzalarin ortaya konmasi ile yeni aday biyobelirtecler belirlenmistir. GBM,
menenjiyom ve akciger kanseri beyin metastazi tanist konulan beyin tiimorli
hastalarda gliserofosfolipit, sfingolipit ve linoleik asit metabolizmalarinin dikkat
cekici sekilde ortak degisim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica GBM tiimorii i¢in pentoz
fosfat yolagi, derece 1 menenjiyom tlimorii i¢in gliserolipit metabolizmasi ile taurin
ve hipotaurin metabolizmasi, akciger kanseri beyin metastaz1 tanist konulan beyin
tiimdrli hastalar icinse birincil safra asidi biyosentezi, arjinin biyosentezi ve galaktoz
metabolizmasinin spesifik olarak erken teshis, hayatta kalma siireleri, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi, tedavi etkinliklerinin incelenmesi ve ila¢ direnglerinin
arastirilmasi agisindan 6nemli olabilecegi belirlenmistir.

Sonug¢ olarak tez kapsaminda biitiinlesik omiks analizler ile kapsamli
molekiiler verilerin elde edilmesinin klinik alandaki mekanistik caligmalarda etkili

olan yolaklarin belirlenmesi agisindan yiiksek potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.
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Belirlenen potansiyel biyobelirte¢lerin tiimor tipi 6zelinde daha sonra yiiriitiilecek olan
klinik ¢alismalar ile valide edilmesini takiben erken teshiste ve klinik alanda
kullanimlar1 miimkiin olacaktir. Biitiinlesik omik analizlerle molekiiler diizeyde tiimor
tiplerine bagli olarak degisen yolaklarin ve/veya metabolitlerin ve lipitlerin
belirlenmesine yonelik bu is akis1 diger tiimor tipleri i¢inde tani, izlem ve potansiyel

tedavi segeneklerinin bulunmasina 1sik tutacaktir.
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8. EKLER
EK-1: Istatistiksel Katsayillarin Hesaplanmasi
Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

. Standart sapma
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Standart Hata Hesaplanmasi

Standart sapma

J Olgiim sayist

Standart Hata (SH) =

T-Testi
t—f_”

= a/\/ﬁ
X = Ortalama

u = Tahmini ortalama
o

Standart sapma

n = Olciim sayist

F-Testi
2
o
F=—
0;

Standart Sapma

§V=1(xi — X)?
N-—-1

X = Ortalama
s = Standart Sapma

N = Ornek Sayust

264



265

Tahmini R?

PRESS
Tahmini R> =1 — [ ]

SSkalth + SSmodel
Diizeltilmis R?

SSkallTltl) (SSkallTltl + SSmodel)]

DiizeltilmisR*> =1 — [(
dfkalmtl dfkalmtl + dfmodel



266

EK-2: Kodlanmis Matematiksel Model

LC-qTOF-MS ile yapilan metabolomik analizlerin kromatografik parametrelerine ait
optimizasyon caligmasi i¢in olusturulan Box-Behnken tasariminda faktorlerin yiiksek
seviyelerinin +1, diisiik seviyelerinin ise -1 olarak kodlanmasi ile elde edilen

matematiksel model asagidaki gibidir.

TPA =+3.090E+08
+7.829E+06 A
-3.795E+07 B
-5.361E+07 C
+3.530E+06 AB
-1.090E+07 AC
-1.387E+07 BC
-9.549E+07 A2
-8.254E+06 B?
+6.538E+06 C?

Faktorler

A: Hareketli fazdaki FA oran1 (%)
B: Akis Hizi (mL/min)

C: Kolon Sicaklig1 (°C)

Cevap Degiskeni
TPA: Toplam Pik Alanm
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< 1% match (09-Oca-2020 tarihli internet)

http: edu.tr:8080, i/bif /handle/116 88/FUNDA%20B%Cc3%9¢c%c5%9eRA%20DUMANKAYA%20Y %

< 1% match (24-Sub-2020 tarihli internet)
http: edu.tr:8080, /bandle/11655/7603/0zlem%20TOK%20PhD%20Tez-24.06.19.pdf?

< 1% match (24-Sub-2020 tarihli internet)
http: edu.tr:8080/xmlui/bi [handle/11655/8467/G%c3%bezide%20ATALIK-Tez,pdf?

isAllowed= ence=1

< 1% match (24-May-2022 tarihli internet)

https:// vok.qgov. /handle/20.500.1281 ikBilim_326599.pdf?isAllowed= =-1
< 1% match (10-Sub-2022 tarihli internet)
https://acikbilim.yok.qgov. handle/20.500.12812/494176/yokAcikBilim_325610.pdf?i 1

< 1% match (10-Sub-2022 tarihli internet)
https://acikbilim.yok.gov.tr/bi /handle/20.500.12812/54194/yokAcikBilim_10312710.pdf?i -1
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Bu makbuz édevinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Gonderiminize dair bilgiler

soyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida génderilmektedir.

Gonderen:

Odev baghg:
Gonderi Bashg::
Dosya adi:

Dosya boyutu:

Sayfa sayisi:

Kelime sayisi:
Karakter sayisi:
Gonderim Tarihi:
Gonderim Numarasi:

Cemil Can Eylem

Cemil Can Eylem Tez

GLIOBLASTOMA MULTIFORME, MENENJiYOM (BIRINCIL) VE M...
Doktora_Tez_CAN_Bask__D_zenlenmi.pdf

24.23M

295

80,872

450,327

05-Tem-2022 11:380S (UTC+0300)

1867014714

e,
HACKTTRPE ONIVERSITES|
SAGLIK BILIMLER] ENSTITOSO

GLIOBLASTOMA MULTIFORME, MENENJIYOM (BIRINCIL)
VE METASTAZ (IKINCIL) BEVIN TOMORLERINE AIT
FENOTIPLERIN BELIRLENMESINDE KULLANILACAK.
BOTONLESIK OMIKS ANALIZLER ICIN ANALITIK YONTEM
GELISTIRILMES| VE UYGULANMASI

V. Kim, Cemnll Cam EVLEM
Anslitk Kimya Program

DOKTORA TEZI

ANKARA
2
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9. OZGECMIS

YOK 100/200, TUBITAK 1001 ve 2211-A Genel Yurt i¢ci Doktora Burs

Programlar1 tarafindan desteklendim.



