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OZET

Okten C., Oksijen-18 Temelli GC-MS ile Farkh Kanser Hiicrelerinin Metabolik
Dinamiklerinin Karsilastirlmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2026. Kanser
hiicreleri, hizli proliferasyonlarint siirdiirebilmek i¢in enerji metabolizmalarini
yeniden programlamaktadir. Bu nedenle metabolomik ve fluksomik yaklasimlar
kanser metabolizmasmin arastirilmasinda onemli araglardir. Ancak elde edilen
verilerin guvenilirligi 6rnek hazirlama ve metabolit tilketme yontemlerine dogrudan
baglidir. Bu calismada, A549 hiicre hattinda metanol, perklorik asit ve metanol—
perklorik asit tiiketme yontemleri karsilastirilmis; secilen yontem daha sonra A549,
Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda H2'20 tabanli fluksomik analizlerde uygulanmistir.
Tiiketme yontemlerinin karsilastirilmasinda amino asit metabolizmasi, glikoliz ve
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ile iligkili metabolitlerin goreceli bolluklart GC-MS
ile belirlenmistir. Metanol yontemi, incelenen metabolit gruplarinda genel olarak daha
yiiksek ve dengeli géreceli bolluklar sagladigindan H2'®0 isaretleme ¢alismalar1 igin
secilmistir. A549, Hep3B ve LoVo hiicreleri %30 H2'®0 iceren ortamda 5, 15 ve 30
dakika inkiibe edilmis ve se¢ilmis metabolitlerin goreceli 20 isaretlenme profilleri
degerlendirilmistir. TCA dongiisii metabolitlerinde Hep3B ve LoVo hiicrelerinin
Ab549 hiicrelerine gore daha yilksek H2'®0 katilim gosterdigi, glikoliz ve fosfat
metabolizmasiyla iliskili metabolitlerde ise A549 hiicrelerinde daha yiiksek goreceli
isaretlenme elde edildigi belirlenmistir. Amino asit metabolizmasinda da hiicre
hatlarina 6zgii farkli isaretlenme profilleri gozlenmistir. Sonug olarak, metanol temelli
tiiketme yontemi GC-MS tabanli metabolomik ve H2'®0 tabanl fluksomik analizler
icin uygun bir 6rnek hazirlama yaklasimi sunmus; bulgular ti¢ kanser hiicre hattinin

farkli metabolik dinamiklere sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Metabolomiks, Fluksomiks, Kiitle Spektrometrisi,
TCA dongusi, Glikoliz
Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi BAP (TOA-2025-21846)
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ABSTRACT

Okten C., Oxygen-18 Based GC-MS for Comparison of Metabolic Profiles in
Different Cancer Cell Lines, Master’s Thesis, Graduate School of Health Sciences
Analytical Chemistry Program, Hacettepe University, Ankara, 2026. Cancer cells
reprogram their energy metabolism to sustain rapid proliferation. Therefore,
metabolomic and fluxomic approaches are important tools for investigating cancer
metabolism. However, the reliability of the obtained data directly depends on sample
preparation and metabolite quenching procedures. In this study, methanol, perchloric
acid, and methanol—perchloric acid quenching methods were compared in A549 cells,
and the selected method was subsequently applied to H2*80-based fluxomic analyses
in A549, Hep3B, and LoVo cell lines. Relative abundances of metabolites associated
with amino acid metabolism, glycolysis, and the tricarboxylic acid (TCA) cycle were
determined by GC-MS. Methanol generally provided higher and more balanced
relative abundances across the investigated metabolite groups and was therefore
selected for H2!80 labeling experiments. A549, Hep3B, and LoVo cells were incubated
in medium containing 30% H2'80 for 5, 15, and 30 min, and relative 80 labeling
profiles of selected metabolites were evaluated. TCA cycle metabolites showed higher
H2'80 incorporation in Hep3B and LoVo cells than in A549 cells, whereas metabolites
associated with glycolysis and phosphate metabolism generally exhibited higher
relative labeling in A549 cells. Cell-line-specific differences were also observed in
amino acid metabolism. In conclusion, the methanol-based quenching method
provided a suitable sample preparation approach for GC-MS-based metabolomic and
H2'80-based fluxomic analyses, and the findings demonstrated distinct metabolic

dynamics among the three cancer cell lines.

Keywords  : Metabolomics, Fluxomics, Mass Spectrometry (MS), TCA Cycle,
Glycolysis

Supported By: Hacettepe University BAP (TOA-2025-21846)
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1. GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasiyla karakterize karmasik bir
hastaliktir; bu hastalikta sadece genetik ve epigenetik degisiklikler degil, ayn1 zamanda
hiicresel metabolizmanin yeniden programlanmasi da énemli bir rol oynar. Kanser
hiicreleri, tiimér mikroortaminin zorlu kosullarina uyum saglamak i¢in enerji tiretim
ve tiilketim mekanizmalarini degistirerek biliyiime avantaji elde eder. Bu nedenle,
metabolik yeniden programlama, kanser biyolojisinin temel ézelliklerinden biri olarak
kabul edilir (1).

Saglikli hiicreler enerji iiretimi i¢in agirlikli olarak oksidatif fosforilasyona
ihtiyag duyarken, birgok kanser hiicresi oksijen varliginda bile glikozu 6ncelikli olarak
laktata dondiistliriir. Warburg Etkisi olarak bilinen bu olgu, artan glikoz alimi ve
yikselen laktat Gretimi ile karakterize edilir (2). Bu metabolik kayma, enerji verimi
acisindan daha az verimli goriinse de hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli biyosentetik ara
maddelerin olusumunu destekler. Artan glikolitik aktivite sadece enerji liretimine
katkida bulunmakla kalmaz, ayni zamanda hiicre biliylimesi i¢in gerekli olan
niikleotidlerin, amino asitlerin ve lipidlerin sentezini de kolaylastirir. Dahasi, kanser
hiicrelerindeki metabolik degisiklikler glikolizle sinirli degildir; Trikarboksilik Asit
(TCA) dongiisiinde ve diger merkezi metabolik yollarda da O6nemli yeniden
programlama meydana gelir. Bu degisiklikler, hiicrelerin redoks dengesini korurken

enerji taleplerini kargilamalarini saglar (3).

Kanser hiicrelerinin diisiik oksijen kosullarinda ¢gogalmayi siirdiirme yetenegi,
dikkat ¢ekici metabolik esnekliklerini yansitir. Sonug olarak, kanser hiicreleri enerji
iretimini  biyosentetik taleplerle dengeleyerek hizli biiylimeyi siirdiirebilir.
Metabolomik, kanserdeki bu metabolik degisikliklerin anlagilmasinda kritik bir rol
oynar. Metabolomik analizler, hiicreler icindeki metabolitlerin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesini saglayarak biyolojik sistemlerin fonksiyonel durumuna dogrudan
bir bakis agis1 sunar (4). Bununla birlikte, metabolit diizeylerinin belirlenmesinin yani
sira metabolik yolaklardaki dinamik degisikliklerin degerlendirilmesinde kararli
izotop isaretleme ve fluksomik yaklasimlardan yararlanilmaktadir. Fluksomik
analizler ise metabolik yolaklarda metabolitlerin donilisim dinamiklerini ortaya

koyarak metabolik aktivitenin zamana bagli degerlendirilmesini saglar (5).



Ozellikle karbon-13 (**C) ve oksijen-18 (*20) gibi kararli izotop isaretleme
teknikleri, metabolik yolaklarin izlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kararli
izotop isaretleme yaklagimlari, metabolik yolaklarin dinamik olarak izlenmesini
mimkiin kilar. Kararli izotop isaretleme yaklasimlari, izotoplarin metabolitlere
katillmmin izlenmesi yoluyla metabolik yolak aktivitelerinin ve donilisim
dinamiklerinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (6). GC-MS ve LC- MS gibi
kiitle spektrometresi tabanli analitik platformlar, yliksek hassasiyet ve dogruluk

saglayarak metabolomik ve fluksomik analizlerin giivenilirligini artirir.

Kolorektal kanser, tanit ve tedavideki onemli ilerlemelere ragmen, diinya
capinda kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir. Benzer sekilde, akciger kanseri ve karaciger kanseri de yiksek gorilme
sikligr ve Oliim oranlar1 nedeniyle en kritik kanser tiirleri arasindadir (7). Mevcut
tedavi stratejileri baslangigta etkili olsa da zamanla tedavi direncinin gelismesi klinik
basariy1 sinirlamakta ve hastalik yonetimini zorlagtirmaktadir (8). Bu olgu, kanser
hiicrelerinin 6zellikle metabolik esneklik yoluyla degisen c¢evresel kosullara uyum
saglama yetenegiyle yakindan iliskilidir (9). Bu nedenle, kanser hicrelerindeki
metabolik adaptasyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde anlagilmasi, daha etkili

ve stirdiiriilebilir tedavi stratejilerinin gelistirilmesi igin gereklidir (10).

Bu tezde, farkli kanser hiicre hatlarinin enerji metabolizmasi, metabolomik ve
fluksomik yaklagimlar kullanilarak karsilastirmali olarak incelenmistir. Glikoliz ve
TCA dongiisii gibi temel metabolik yolaklarla iliskili metabolitlerin goreceli bolluklar
GC-MS ile degerlendirilmis; H2'®0 isaretleme yaklasimi kullanilarak segilmis
metabolitlerin zamana bagli izotop isaretlenme ve doniisiim dinamikleri incelenmistir.
Bu calismanin, farkli kanser hiicre hatlarinin enerji metabolizmalar1 arasindaki
benzerlik ve farkliliklarin ortaya konulmasia katki saglamasi, metabolik yeniden
programlanmanin daha iyi anlasilmasini desteklemesi ve gelecekte yiiriitiilecek
biyobelirte¢c ve metabolizma temelli arastirmalara metodolojik bir temel olusturmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Kolorektal kanser (CRC), diinya genelinde yaygin olarak goriilen ve 6zellikle
erken evrede tespit edilmediginde olumsuz klinik sonuglarla iliskili olan 6nemli bir
malignitedir. Amerikan Kanser Derneginin tahminlerine gore, 2026 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde yaklasik 108.860 yeni kolon kanseri ve 49.990 yeni rektum
kanseri vakasmnin goriilmesi beklenmektedir. Kolorektal kanserin genel goriilme
siklig1 1980’lerin ortalarindan itibaren azalma egilimi gostermistir. Bu azalma biiyiik
Ol¢iide tarama uygulamalarinin yayginlasmas: ve yasam tarziyla iligkili risk
faktorlerindeki degisikliklerle iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte, bu egilim biitiin
yas gruplarinda benzer degildir. 2013-2022 yillar1 arasinda goriilme siklig1 6zellikle
ileri yastaki bireylerde yilda yaklasik %1 oraninda azalirken, 50 yasin altindaki
bireylerde yilda %2,9 ve 50—64 yas grubunda yilda %0,4 oraninda artmistir (11).

Kolorektal kanserin erken tanisinda kullanilan mevcut yontemlerin bir
boliimiinlin invaziv olmas1 veya yeterli duyarlilifa sahip olmamasi, daha giivenilir
biyobelirteglerin  belirlenmesine yoOnelik caligmalar1 6nemli hale getirmistir.
Metabolomik, hastalikla iliskili fenotipik degisikliklerin metabolit diizeyindeki
yansimalarini incelemesi nedeniyle biyobelirte¢ aragtirmalarinda umut vadeden bir
analitik yaklagim olarak degerlendirilmektedir (12). Yapilan c¢alismalar, CRC
hastalarinin metabolit profillerinin saglikli bireylerden, adenomatéz polipli
hastalardan ve farkli hastalik evrelerindeki bireylerden farklilagtigini gostermektedir.
Bu degisiklikler icerisinde 6zellikle amino asit ve yag asidi metabolizmasiyla iligkili

metabolitler siklikla bildirilmektedir (12).

Bagirsak mikrobiyotast da kolorektal kanser patogenezinde onemli bir role
sahiptir. Belirli mikrobiyal popiilasyonlar ile digki metabolitlerinin diizeyleri arasinda
bildirilen iligkiler, mikrobiyota bilesimi ile kolorektal kanserde gozlenen metabolik
duzensizlikler arasinda baglanti bulundugunu diisiindiirmektedir. Genel olarak bu
bulgular, metabolik profillemenin kolorektal kansere &zgu biyobelirteclerin
belirlenmesi ve erken taniin gelistirilmesi acgisindan 6nemli bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir (12).



Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli oOliimlerin baglica
nedenlerinden biridir. Hastalik, akciger dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz bigimde
cogalmasiyla karakterize edilmekte; erken donemde kontrol altina alimmmadiginda
cevre dokulara invazyon ve uzak organlara metastaz gelisebilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’ne iliskin 2022 yil1 verileri, gilinliik yaklagik 1.700 kansere bagl
6liimiin 350’den fazlasinin akciger kanserinden kaynaklandigini ve bu sayinin meme,
prostat ve pankreas kanserlerinden kaynaklanan toplam o6liim sayisini astigini

gostermektedir (13).

Akciger kanserinde meydana gelen metabolik degisikliklerin belirlenmesi;
hastalik fenotipinin, tiimdr evresinin ve tedaviye verilen yanitin degerlendirilmesi
agisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle metabolomik c¢alismalarin 6nemli bir
boliimii, erken tanida kullanilabilecek duyarli ve maliyet etkin biyobelirteclerin
belirlenmesine odaklanmaktadir. Tiimor hiicreleri, artan enerji ve biyosentez
gereksinimlerini karsilamak ve degisen mikrogevresel kosullara uyum saglamak
amaciyla metabolik yeniden programlanma gostermektedir. Bu yeniden
programlanmanin temel 6zelliklerinden biri, oksijen varliginda dahi glikozun agirlikli
olarak laktata doniistiirtildiigii aerobik glikolizin artmasidir. Warburg etkisi olarak
tanimlanan bu metabolik adaptasyon, akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun

ve hayatta kalmasinin desteklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (14).

Hepatoseliler karsinom (HCC), diinya genelinde en sik goriilen primer
karaciger kanseri tliriidiir ve 6nemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir. HCC
gelisimi; hepatit B ve C viriisii enfeksiyonlari, kronik alkol kullanimi, siroz ve
metabolik disfonksiyonla iliskili steatohepatit gibi kronik karaciger hastaliklariyla
iligkilidir. Hastaligin olusumu ve ilerlemesinin viral enfeksiyonlar, hepatositlerde
meydana gelen genetik degisiklikler, kronik inflamasyon ve g¢esitli demografik

faktorler arasindaki karmasik etkilesimlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir (15).

HCC prognozu, hastaligin tan1 aldig1 evreden 6nemli 6lciide etkilenmektedir.
Bu nedenle ultrasonografi ve kan temelli testler kullanilarak ytiksek riskli gruplarda
yiiriitiillen gozetim programlari, hastaligin daha erken donemde belirlenmesi agisindan
onem tasimaktadir. Tedavi secenekleri arasinda karaciger rezeksiyonu, karaciger

transplantasyonu, transarteriyel kemoembolizasyon, radyoterapi, sistemik tedaviler,



hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapi bulunmaktadir. Bununla birlikte, tedavi
alanindaki gelismelere ragmen ileri evre HCC’nin yonetimi gii¢liigiinii korumaktadir.
Bu durum, hastaligin molekiiler ve metabolik mekanizmalarinin daha ayrintili bigimde

incelenmesini gerekli kilmaktadir (15).

Omik teknolojileri, HCC’nin olusumu ve ilerlemesiyle iligkili genetik,
transkripsiyonel, protein diizeyindeki ve metabolik degisikliklerin kapsamli bigimde
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. HCC’nin belirgin molekiiler ve metabolik
heterojenitesi g0z 6niinde bulunduruldugunda, omik temelli yaklagimlar biyobelirteg
arastirmalarina, erken tan1 ¢alismalarina, prognozun degerlendirilmesine ve
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek Onemli

araglardir (15).

Kolorektal kanser, akciger kanseri ve hepatoseliiler karsinom farkli dokulardan
koken almakta ve kendilerine 6zgu genetik, molekuler ve histopatolojik ozellikler
gostermektedir. Bununla birlikte, hizli hiicre ¢ogalmasinin siirdiiriilmesi, biyosentetik
gereksinimlerin karsilanmasi ve degisen mikrogevresel kosullara uyum saglanmasi
amaciyla metabolik yolaklarin yeniden diizenlenmesi, bu kanser tiirlerinin ortak
Ozelliklerinden biridir. Merkezi karbon metabolizmasi, amino asit metabolizmasi ve
lipid metabolizmasinda meydana gelen bu degisiklikler, kanser hiicrelerinin ener;ji
iretimi ve hiicresel yapr tasi gereksinimlerinin karsilanmasinda Onemli rol

oynamaktadir (3).

Kanser biyolojisindeki bu karmasik degisikliklerin yalnizca tek bir metabolik
yolak veya simirli sayidaki metabolit {izerinden biitiinliyle agiklanmasi miimkiin
degildir. Kanser; genler, transkriptler, proteinler ve metabolitler dahil olmak {izere
birbiriyle iliskili ¢ok sayida biyolojik diizeyde meydana gelen degisiklikleri kapsayan
dinamik ve ¢ok faktorli bir surectir. Bu nedenle kanser hicrelerindeki metabolik
yeniden programlanmanin ve enerji metabolizmasindaki farkliliklarin anlasilabilmesi
icin kapsamli ve sistem diizeyinde analitik yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
baglamda omik teknolojileri, farkli molekiiler katmanlarin biitiinciil bigimde

degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (16).



Ozellikle metabolomik ve fluksomik yaklasimlar, farkli kanser hiicrelerinin
metabolik profillerinin ve metabolik doniisim dinamiklerinin kargilastirmali olarak

incelenmesinde 6nemli araglar sunmaktadir (17).
2.1. Omik Analizleri

Insan genomunun dizilenmesine yonelik ¢alismalarin baslamasindan itibaren
hiz kazanan teknolojik geligsmeler, hiicre ve dokulardaki molekiiler bilesenlerin genis
Olcekli ve yiiksek verimli yontemlerle incelenmesini miimkiin kilmistir. Biyolojik
sistemlerin farkli molekiiler diizeylerde kapsamli bicimde profillenmesini amaglayan

bu arastirma alanlar1 genel olarak omik bilimleri olarak adlandirilmaktadir (18).

Genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik, lipidomik ve epigenomik;
omik bilimleri kapsaminda yer alan baslica disiplinlerdir. Bu alanlar sirasiyla genlerin,
RNA transkriptlerinin, proteinlerin, metabolitlerin, lipitlerin ve epigenetik
duzenlemelerin  sistematik  olarak incelenmesine odaklanmaktadir. Omik
yaklagimlarin temel amaci, biyolojik siireclerin yalnizca tek bir molekiil veya yolak

tizerinden degil, sistem diizeyinde ve biitiinciil bigimde anlagilmasini saglamaktir (22).

Transkriptom, belirli bir hiicrede, dokuda veya organizmada belirli bir
zamanda ifade edilen kodlayici ve kodlayici olmayan RNA molekiillerinin tamamini
kapsamaktadir. Transkriptomik analizler, gen ifade oriintiilerinin belirlenmesine ve
farkli biyolojik kosullar altinda meydana gelen transkripsiyonel degisikliklerin

degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (20).

Proteom ise biyolojik bir sistemde ifade edilen proteinlerin tamamini ifade
etmektedir. Proteomik c¢aligmalar; proteinlerin bollugunun, yapisinin, translasyon
sonrast modifikasyonlarinin, etkilesimlerinin ve biyolojik ya da c¢evresel uyaranlara

yanit olarak meydana gelen degisikliklerin incelenmesini kapsamaktadir (21).

Metabolom, bir biyolojik sistemde belirli bir zamanda bulunan diisiik molekiil
agirlikli metabolitlerin biitlinlinii temsil etmekte ve sistemin metabolik fenotipi
hakkinda bilgi saglamaktadir. Metabolomik ise bu metabolitlerin kapsamli olarak
tanimlanmasmma ve goreceli ya da mutlak dizeylerinin  belirlenmesine

odaklanmaktadir. Metabolitler, genomik ve proteomik diizeyde meydana gelen



degisikliklerin yan1 sira gevresel kosullarin ve hiicresel aktivitelerin de etkisini
yansittigindan, metabolomik analizler biyolojik sistemlerin fonksiyonel durumunun
degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir (25). Baslica omik analiz alanlar1 Sekil

2.1°de gosterilmistir.
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Farkli omik katmanlarindan elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi,
hastalik mekanizmalarinin daha ayrintili bigimde anlasilmasma, biyobelirte¢
adaylarinin belirlenmesine, erken tani1 yaklagimlarmin gelistirilmesine, tedavi
yanitinin  degerlendirilmesine  ve  kisisellestirilmis  tedavi  stratejilerinin
olusturulmasina katki saglayabilmektedir (23). Bununla Dbirlikte, geleneksel
metabolomik analizler cogunlukla belirli bir zaman noktasindaki metabolit diizeyleri
hakkinda bilgi vermekte ve metabolik yolaklardaki doniisiimlerin yonii veya hizi

hakkinda tek basina yeterli bilgi saglamamaktadir (24).

Metabolik siire¢lerin dinamik olarak degerlendirilmesinde kararli izotop
isaretleme yaklagimlarindan yararlanilmaktadir. Bu yaklagimlarda, izotopla
isaretlenmis bir substratin veya ¢oziicliniin metabolitlere katilimi izlenerek metabolik

doniisiimler hakkinda bilgi elde edilmektedir. Ozellikle suyun substrat veya urin



olarak yer aldig1 reaksiyonlarla iliskili fosfat grubu iceren metabolitlerde, H2'%0
kullanilarak gerceklestirilen isaretleme c¢alismalari metabolitlerin  doniisiim ve
yenilenme dinamiklerinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bununla birlikte,
180 isaretlenme diizeylerinin dogrudan mutlak metabolik fluks olarak
yorumlanabilmesi i¢in uygun kinetik modellerin ve nicel hesaplama yaklasimlarinin

kullanilmas1 gerekmektedir (19).

Bu tez kapsaminda, farkli kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasinin
degerlendirilmesinde 6zellikle metabolomik ve fluksomik yaklasimlara odaklanilmig

ve bu yaklagimlar izleyen boliimlerde ayrintili olarak ele alinmistir.
2.1.1. Metabolomik

Metabolom, bir hiicre, doku, organ veya biyolojik sistemde belirli bir zamanda
bulunan diisiik molekiil agirlikli endojen ve eksojen metabolitlerin tamamini ifade
etmektedir. Metabolom; gen ekspresyonu, protein aktivitesi, cevresel faktorler,
beslenme, ila¢ kullanimi ve mikrobiyota gibi ¢cok sayida biyolojik ve ¢evresel etmenin
ortak etkisini yansittigindan, organizmanin fizyolojik ve patolojik durumuna iliskin en

yakin molekiiler gostergelerden biri olarak kabul edilmektedir (26).

Metabolomik, biyolojik sistemlerde bulunan metabolitlerin kapsamli olarak
tanimlanmasi, goreceli veya mutlak diizeylerinin belirlenmesi ve biyolojik siireglerde
meydana gelen degisimlerin metabolik diizeyde degerlendirilmesini amaglayan omik
bilim dalidir. Genomik, transkriptomik ve proteomik yaklagimlarin aksine
metabolomik, genetik bilginin fonksiyonel ¢iktisint dogrudan yansitan metabolitleri
incelemesi nedeniyle biyolojik sistemlerin fenotipine en yakin molekiiler yaklagim

olarak degerlendirilmektedir (25,26).

Son yillarda yiiksek ¢oziiniirliiklii analitik platformlar ve gelismis veri analiz
yontemlerindeki ilerlemeler sayesinde metabolomik, temel bilimlerden klinik
arastirmalara kadar genis bir uygulama alan1 kazanmistir. Kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar basta olmak tlizere bir¢ok

hastalikta metabolomik analizler; hastalik mekanizmalarinin aydinlatilmasi,



biyobelirte¢ adaylarinin belirlenmesi, erken taninin desteklenmesi ve tedaviye verilen

yanitin degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (26).

Kanser hiicreleri, kontrolsiiz proliferasyonlarini siirdiirebilmek amaciyla enerji
tiretimi, biyosentez ve redoks dengesini saglayan metabolik yolaklarda kapsamli
yeniden programlanma gdstermektedir. Bu metabolik degisiklikler, metabolit
duzeylerinde meydana gelen farkliliklar seklinde metaboloma yansimaktadir. Bu
nedenle metabolomik analizler, farkli kanser tiirlerinin metabolik fenotiplerinin
karsilastirilmasina, tiimor gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan metabolik degisimlerin
belirlenmesine ve hastaliga 0zgii biyobelirteglerin  arastirilmasina  olanak

saglamaktadir (3).

Bununla birlikte metabolomik analizler ¢ogunlukla belirli bir zaman
noktasindaki metabolit diizeylerini ortaya koymakta, metabolik yolaklarda meydana
gelen doniisiimlerin yonii veya hizina iliskin dogrudan bilgi saglamamaktadir. Bu
nedenle metabolomik veriler, gerektiginde kararli izotop isaretleme temelli fluksomik
yaklagimlarla desteklenerek metabolik siireglerin dinamik olarak degerlendirilmesine
olanak saglamaktadir. Bu yaklasim, metabolik yeniden programlanmanin hem statik

hem de dinamik yonlerinin birlikte incelenmesini miimkiin kilmaktadir (32).

Metabolomik caligmalar genel olarak hedefli ve hedeflenmemis olmak {izere
iki temel yaklasimla yiiriitilmektedir. Bu iki yaklasimin temel farki, analiz 6ncesinde

incelenecek metabolitlerin belirlenip belirlenmemesine dayanmaktadir.

Hedefli metabolomik, daha dnceden belirlenmis metabolitlerin dogru ve hassas
bicimde nicelendirilmesini amaglamaktadir. Bu yaklasimda analiz edilecek
metabolitler onceden secildiginden, genellikle izotop isaretli veya yapisal olarak
benzer i¢ standartlar kullanilmakta ve kantitatif dogrulugu yiiksek sonuglar elde
edilmektedir. Hedefli metabolomik; belirli metabolik yolaklarin incelenmesi,

biyobelirte¢ dogrulama caligmalar1 ve klinik uygulamalarda yaygin olarak tercih
edilmektedir (28).

Buna karsilik hedeflenmemis metabolomik, herhangi bir metabolit grubuna

oncelik vermeden biyolojik 6rnekte miimkiin oldugunca fazla sayida metabolitin ayni
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anda belirlenmesini amaglamaktadir. Bu yaklasim, metabolik profilde beklenmeyen
degisikliklerin ortaya ¢ikarilmasina, yeni biyobelirte¢ adaylarinin belirlenmesine ve
biyolojik sistemlerin genel metabolik durumunun degerlendirilmesine olanak
saglamaktadir. Ozellikle kesif odakli caligmalarda hedeflenmemis metabolomik

onemli avantajlar sunmaktadir (28).

Her iki yaklasimda da Ornek hazirlama, kromatografik ayirma ve kiitle
spektrometrik analiz asamalar1 biiyilik Ol¢lide benzer olmakla birlikte, veri toplama ve
degerlendirme stratejileri farklilik gostermektedir. Hedefli analizlerde belirlenen
metabolitlere ait iyonlar yiiksek segicilikle izlenirken, hedeflenmemis analizlerde
ornekte bulunan tiim iyonlarin miimkiin oldugunca kapsamli bicimde kaydedilmesi
amaclanmaktadir. Bu nedenle hedeflenmemis metabolomik ¢alismalar1 daha genis veri
kiimeleri iiretmekte ve gelismis biyoinformatik ile ¢ok degiskenli istatistiksel analiz

yontemlerinin kullanilmasini gerektirmektedir (28).

Hedefli metabolomik yiiksek dogruluk ve kantitatif performans saglamasina
ragmen yalnizca Onceden belirlenmis metabolitlerle smirlidir. Buna karsilik
hedeflenmemis metabolomik, ¢cok daha genis metabolit kapsami sunmasina ragmen
veri igleme siirecinin daha karmasik olmasi ve metabolit tanimlamasindaki giicliikler
nedeniyle daha kapsamli analiz siiregleri gerektirmektedir. Bu nedenle iki yaklasim
birbirini tamamlayici nitelikte olup arastirmanin amacit dogrultusunda uygun yontem

secilmektedir (28).

Bu calismada, farkli kanser hiicrelerinin metabolik profillerinin kapsamli
olarak karsilastirilmasi ve tlketme yontemlerinin genis metabolit kapsami agisindan
degerlendirilmesi amaclandigindan hedeflenmemis metabolomik yaklasimi tercih
edilmistir. Bu yaklasim sayesinde farkli metabolik yolaklarda meydana gelen
degisikliklerin birlikte degerlendirilmesi ve metabolik yeniden programlanmanin daha

kapsamli bicimde ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Metabolomik caligmalarda en yaygin olarak kullanilan analitik platformlar
nikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ile kutle spektrometrisi (MS) tabanli
sistemlerdir. Kiitle spektrometrisi, metabolitlerin fizikokimyasal 6zelliklerine bagli

olarak ¢ogunlukla gaz kromatografisi (GC-MS) veya sivi kromatografisi (LC-MS) ile
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birlikte kullanilmaktadir. Ayrica kapiler elektroforez-kiitle spektrometrisi (CE-MS)
gibi  alternatif platformlar da belirli metabolit gruplarimin  analizinde
kullanilabilmektedir. Her analitik platformun duyarliligi, metabolit kapsami, 6rnek
hazirlama gereksinimleri ve uygulama alanlar1 farklilik gosterdiginden, uygun
yontemin secimi calismanin amact ve hedeflenen metabolit profiline gore

yapilmaktadir (27,28).

LC-MS, genis metabolit kapsami, yiiksek duyarliligi ve tiireviendirme
gerektirmemesi nedeniyle metabolomik arastirmalarda yaygin olarak tercih
edilmektedir. Ozellikle farkli polaritelere sahip metabolitlerin ayni analizde
degerlendirilebilmesine olanak saglamasi 6nemli bir avantajdir. Bununla birlikte,
karmasik veri yapisi ve metabolit tanimlamasindaki gii¢liikler nedeniyle gelismis veri
isleme yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (28). GC-MS ise yuksek kromatografik
ayirma giicli, analizler arasindaki yiiksek tekrarlanabilirligi ve kapsamli spektral
kiitiiphaneler sayesinde giivenilir metabolit tanimlamasi1 ve kantitatif analiz olanagi
sunmaktadir. Ancak analiz dncesinde metabolitlerin ugucu hale getirilebilmesi i¢in
kimyasal tiirevlendirme basamagi gerektirmesi ve termal olarak kararsiz bilesiklerin
analizindeki smirhiliklart baslica dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. NMR
spektroskopisi ise minimum Ornek hazirlig1 gerektirmesi, yliksek tekrarlanabilirligi ve
dogrudan kantitatif analiz yapabilmesi gibi dnemli avantajlara sahip olmakla birlikte,
kiitle spektrometrisi tabanli yontemlere kiyasla daha diisiik duyarliliga sahip olmasi

nedeniyle diisiik bolluktaki metabolitlerin analizinde sinirli kalabilmektedir (28).

Bu analitik platformlar birbirini tamamlayict 6zelliklere sahip olup,
aragtirmanin amacina gore tek baslarina veya birlikte kullanilabilmektedir. Bu
calismada, farkli kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasinda rol oynayan amino
asitler, organik asitler, sekerler ve seker fosfatlari gibi kiiclik molekiillii metabolitlerin
genis kapsamli olarak degerlendirilmesi amacglandigindan, yiiksek ayirma giicii,
yiiksek tekrarlanabilirligi ve kapsamli spektral kiitiiphaneleri nedeniyle GC-MS analiz
platformu tercih edilmistir. Bu yaklasim, farkli tlketme yontemlerinin metabolit geri
kazanimi iizerindeki etkilerinin giivenilir bicimde karsilastirilmasina ve hiicrelere ait

metabolik profillerin ayrintili olarak degerlendirilmesine olanak saglamistir.
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Bu ¢alismada GC-MS analiz platformu, farkli tiketme yontemlerinin metabolit
geri kazanimi {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve A549, Hep3B ve LoVo
hiicrelerine ait metabolik profillerin karsilastirilmas1 amaciyla kullanilmistir. GC-
MS'in yiiksek ayirma giicii, genis spektral kiitiiphaneleri ve giivenilir kantitatif
performansi, enerji metabolizmasiyla iligkili metabolitlerin dogru ve tekrarlanabilir
sekilde belirlenmesine katki saglamistir. Metabolomik analiz sirecinin temel

asamalar1 Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

1. NUMUNE HAZIRLAMA 2. METABOLIT ANALizi 3. VERi ANALIZi
Biyolojik kaynaklar Analitik platformlar Veri yorumlama
GC/MS A

|
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oo e o

Yogunluk

T 2 = ¢
PC3(%8,7%) —~— PC1(%2344)
Cok degiskenli analizler

@ oa) ) 'HNMR (PCA, PLS-DA)
‘@S s i | ppm — g 1 H Yiiksek
A\ J [ | =

|

Lo ol AM 1= =

— B
10 8 6 4 2 0 L%. . B ;uDﬁsﬁk
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& el T
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S HaTiama 1 6 11 16 21 26 31 log, (Kat Degisimi)
Zaman (dk) Tek degiskenli analizler

* Metabolit ekstraksiyonu ¥
(t-testi)

Sekil 2.2. Metabolomik analiz suregleri

Metabolomik analizler sonucunda elde edilen veriler, ¢ok sayida metabolit ve
Ornege ait bilgiyi ayn1 anda igeren yliksek boyutlu veri kiimelerinden olusmaktadir. Bu
nedenle biyolojik olarak anlamli sonuglara ulasabilmek i¢cin ham verilerin uygun veri
isleme ve istatistiksel analiz agamalarindan gegirilmesi gerekmektedir. Veri analizi
stireci genel olarak pik tespiti, pik hizalama, metabolit tanimlama, normalizasyon, veri
dontisiimii, Olceklendirme ve ¢ok degiskenli istatistiksel analiz basamaklarini

icermektedir (29).
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Veri analizinin ilk asamasinda kromatografik pikler belirlenmekte, farkli
orneklerde ayni metabolite ait pikler hizalanmakta ve spektral kiitiiphaneler
kullanilarak metabolit tanimlamalar1 gergeklestirilmektedir. Daha sonra Ornek
hazirlama, tlketme, enjeksiyon hacmi ve cihaz performansindan kaynaklanabilecek
teknik  degiskenligin  etkisini azaltmak amaciyla normalizasyon iglemi
uygulanmaktadir. Normalizasyon, biyolojik gruplar arasindaki gercek metabolik
farkliliklarin teknik degiskenlikten ayrilmasini saglayarak sonuglarin giivenilirligini
artirmaktadir. Kullanilan yontem; oOrnek tiiriine, ¢aligma tasarimina ve analitik
platforma bagli olarak degisebilmekte olup hiicre sayisi, toplam protein miktari,
toplam pik alani, kalite kontrol ornekleri veya i¢ standartlar esas alinarak

gerceklestirilebilmektedir (25).

Normalizasyonun ardindan veri donlisimii ve Olgeklendirme islemleri
uygulanmaktadir. Veri donisiimii, 6zellikle metabolit yogunluklarinin genis bir
aralikta degistigi veri kiimelerinde varyansin dengelenmesini ve dagilimin normale
yaklastirilmasini1 amaglamaktadir. Olgeklendirme ise farkli bolluk diizeylerine sahip
metabolitlerin ¢ok degiskenli analizlere dengeli katki saglamasi i¢in kullanilmaktadir.
Ortalama merkezleme, otomatik dlgeklendirme ve Pareto 6lgeklendirme metabolomik
calismalarda en sik kullanilan yontemler arasinda yer almakta olup, uygulanacak

yontem veri yapis1 ve arastirmanin amacina gore belirlenmektedir.

Veri 0n isleme basamaklarinin tamamlanmasinin ardindan 6rnekler arasindaki
benzerliklerin ve metabolik farkliliklarin degerlendirilmesi amaciyla ¢ok degiskenli
istatistiksel analizler uygulanmaktadir. Bu analizlerde en yaygin kullanilan
yontemlerden biri Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA)'dir.
PCA, herhangi bir grup bilgisi kullanmadan veriyi daha az sayida bilesene indirger ve
orneklerin dagilimini, kiimelenme egilimlerini, aykir1 degerleri ve veri yapisim
gorsellestirmeye olanak saglar. Bu nedenle metabolomik c¢alismalarinda ilk kesif

analizi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (29).

Gruplar arasindaki metabolik farkliliklarin daha ayrintili olarak incelenmesi
amaciyla ise denetimli bir yontem olan Kismi En Kii¢lik Kareler Ayirici Analizi
(Partial Least Squares—Discriminant Analysis, PLS-DA) kullanilmaktadir. PLS-DA,

orneklerin ait oldugu grup bilgisini modele dahil ederek gruplar arasindaki ayrimi en
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iist diizeye ¢ikarmayr amaglar. Bunun yaninda gruplarin ayrimima en fazla katki
saglayan metabolitlerin belirlenmesine de olanak saglayarak biyobelirteg kesfi
calismalarinda 6nemli bir arag olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte modelin asir1

uyuma kars1 uygun dogrulama yontemleriyle degerlendirilmesi gerekmektedir (30).

Sonug olarak metabolomik veri analizi, yalnizca metabolitlerin belirlenmesini
degil, aym1 zamanda elde edilen verilerin uygun 6n isleme ve istatistiksel analiz
yontemleriyle biyolojik olarak anlamli bilgiye doniistiiriilmesini saglayan biitiinciil bir
stregtir. Analitik platformlardan elde edilen yiiksek boyutlu verilerin dogru sekilde
islenmesi, metabolik degisimlerin giivenilir olarak yorumlanabilmesi ve biyolojik
¢ikarimlarin dogrulugu agisindan kritik 6neme sahiptir. Metabolomik veri analizinde

yaygin olarak kullanilan 6lgeklendirme yontemleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Metabolik Olgeklendirme Y6ntemleri.

15

Olceklendirme

korelasyonlara gore

oneme sahip olur

Yontem Formdl Amag Avantajlar Dezavantajlar

Merkezi Xij = Xij — Xi Benzerlikten ziyade Verideki ofseti ortadan | Heteroskedastik veride tek
Ortalama farkliliklara odaklanma kaldirir basina yeterli olmayabilir
Otomatik Xij = (Xij — Xi) / si Metabolitleri Tiim degiskenler esit Olgiim hatasini artirabilir

karsilastirma
Arahkh Xij = (Xij = Xi) / (Ximax—Ximin) | Biyolojik araliga gore Degiskenler ayn1 araliga | Aykir1 degerlere duyarls,
Olgeklendirme karsilagtirma getirilir hatay1 artirabilir

Pareto
Olgeklendirme

iij = (Xij - )_(i) / \/Si

Biiyiik degerlerin etkisini

azaltma

Veri yapisini kismen

korur

Biiyiik degisimlere duyarli
olabilir




16

x i: Normalize edilmis deger
xij: Metabolit pik alan
xi: Metabolit ortalama pik alani

Xmax: Metabolit i¢in maksimum pik alani

Xmin: Metabolit icin minimum pik alani

si: Standart sapma

2.1.2. Fluksomiks

Metabolitlerin sentezi ve pargalanmasindan sorumlu metabolik yolaklar
dinamik, diizenlenmis ve birbiriyle baglantili yapilardir. Bu nedenle yalnizca belirli
bir zaman noktasindaki metabolit diizeylerinin belirlenmesi, metabolik aglarin islevsel
aktivitesinin tam olarak agiklanmasi i¢in yeterli degildir. Fluksomik, metabolik
yolaklarda gerceklesen madde doniisiimlerinin ve metabolit devirlerinin zamana bagh
olarak incelenmesini amaglayan omik yaklasimdir. Kararli izotop isaretleme
deneylerinden elde edilen veriler, metabolik aglarin dinamik 6zelliklerinin ve farkli
biyolojik kosullara verdigi yanitlarin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.
Bununla birlikte mutlak metabolik flukslarin nicel olarak hesaplanabilmesi i¢in izotop
isaretlenme verilerinin uygun kinetik ve matematiksel modellerle birlikte

degerlendirilmesi gerekmektedir (32,33).

Fluksomik calismalarda metabolik doniisiimlerin izlenmesi amaciyla
cogunlukla C, **N ve 80 gibi radyoaktif olmayan kararli izotoplar kullanilmaktadur.
Kullanilacak izotop, incelenen metabolik yolak ve arastirma amacma gore
secilmektedir. 3C isaretli substratlar karbon iskeletlerinin, °N isaretli bilesikler ise
azot iceren metabolitlerin doniisiimlerinin  izlenmesinde yaygin  olarak
kullanilmaktadir. H2'®0 ile isaretleme yaklasiminda ise isaretli su, hiicre i¢i su
havuzuyla dengelenmekte ve suyun substrat veya {iriin olarak yer aldigi enzimatik
reaksiyonlar araciligiyla 20 metabolitlere aktarilmaktadir. Bu yaklasim &zellikle

fosfat transfer reaksiyonlarinin, ATP doniisiimiiniin ve enerji metabolizmasiyla iligkili
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fosfometabolitlerin ~ dinamiklerinin degerlendirilmesinde kullamlmaktadir. 80
isaretlenme diizeyi metabolik doniisiim hakkinda bilgi vermekle birlikte, tek basina
belirli bir enzimin aktivitesinin veya mutlak metabolik fluksun dogrudan ol¢limii

olarak degerlendirilmemelidir (34).

Metabolik Dinamikler
CrP[0] CK yolag
B-ATP/ADP[0] AK yolag
ATP Tiiketimi a-ATP/ADP[#0] Adenozin kinaz, niikleotid
sentezi yolagi
ATP Sentezi
G-6-P[**0] Glikolitik déngit
G-1-P[**0] Glikojen dongii
ATPases / G-3-P[H0] Substrat déngii
S[18()] e 18
ATP pl[ O] Y ATP[ O] / ‘{‘-GTP[lSO] R
—— [(-GTP/GDP['*0] Guanilat kinaz yolag
ATP Dongiisii Pi[180]/y-ATP[**0] Enerji iletigimi
18 [502] 18 : g
Hy[*0] a-AMP[F0] Sinyal iletimi
a-GMP[¥0] Sinyal iletimi

Ortam

Sekil 2.3. 180 isaretleme mekanizmasi ile isaretlenmis metabolitlerin farkli metabolik
yolak analizlerindeki kullanimini gosteren sematik sunum (19).

Metabolik isaretleme sirasinda *30’nun fosfat ve fosfometabolitlere katilmasi
biiyiik 6l¢iide enzim katalizli reaksiyonlar araciligiyla gerceklesmektedir. Fizyolojik
kosullarda inorganik fosfat ile H2!80 arasindaki enzimatik olmayan oksijen degisimi
siirl oldugundan, gbzlenen isaretlenme metabolik  reaksiyonlarla
iliskilendirilebilmektedir. Hiicreler veya dokular H2!80 iceren bir ortamda inkiibe
edildiginde isaretli su hiicre i¢i su havuzuyla dengelenir. ATP’nin hidrolizi sirasinda
180 oncelikle inorganik fosfata katilabilir; ATP nin yeniden sentezi ve fosfat transfer
reaksiyonlar1 sonucunda ise isaret fosforillenmis metabolitlere aktarilabilir. ATP’ nin
farklr fosforil gruplarinda goézlenen isaretlenme, ATP firetimi, tiikketimi ve fosfat
transfer sistemlerinin dinamikleri hakkinda bilgi saglayabilmektedir. Bu nedenle
H2'80 isaretlemesi, ATP turnover’1 ve hiicresel enerji déniisiimiiniin incelenmesinde

kullanilan tamamlayici yaklagimlardan biridir (34) (Sekil 2.3).
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Kararlt izotop isaretleme deneyleri canli organizmalar, dokular ve hiicre
kiiltiirleri tizerinde gergeklestirilebilmektedir (Sekil 2.4). Bu amagla biyolojik sistem,
uygun oranda kararli izotop igeren ortamda belirli bir siire inkiibe edilmektedir.
Inkiibasyon kosullari, hiicrelerin veya dokularin canliligin1 ve metabolik biitiinliigiinii
koruyacak sekilde diizenlenmelidir. Isaretleme siiresinin sonunda metabolik
reaksiyonlar hizli bigimde durdurulmali ve metabolitler uygun tilketme yontemiyle
biyolojik 6rnekten ayrilmalidir. Metabolik sondiirme ve tiiketme basamaklarinin hizl
ve tekrarlanabilir bicimde gergeklestirilmesi, isaretlenme Oriintiisiiniin 6rnekleme
sonrasinda degismesini Onlemek agisindan Onemlidir. Fosfometabolitlerin ve

metabolik profillerin analizinde kullanilan '®O tabanli analitik teknikler Sekil 2.5°te

gosterilmistir.
(" ™
Numune Hazirlama Analiz Veri Analizi
Kararh Izotop ) ( Isaretlenme yiizdesi N F 2
(inkiibasyon)
NMR GC-MS Sitrik asit
- 7 - g
A S " i .
B | \(/ 3 | i ! p 2%
' [e]
% J 1 3 : ‘ 9.
a ) g :; \ =10
\VJ'-' o
- [ 0
I FHC Caco2
il “o,
| “0.
..... EI\ ““ll.'ll —
. - : ™ #ﬂ-
| | S
LC-MS N\ ’ )
21 = -\,
:;:5’ > -— T / 1;3.‘
E T s S saS
........ al " @ all
. J/ \ % J

Sekil 2.4. Canli organizmalarin isaretlenmesi (24).

Fosfor iceren metabolitlerin yiiksek polaritesi, kromatografik ayrilmalarini ve
analitik olarak belirlenmelerini giiclestirebilmektedir. Fosfometabolitlerin analizi i¢in
P NMR, GC-MS, LC-MS, CE-MS ve HPLC gibi farkli tekniklerden
yararlanilmaktadir. Bu platformlarin metabolit kapsami, duyarliligi ve 06rnek
hazirlama gereksinimleri farkli oldugundan, tek bir analitik yOntem tiim
fosfometabolit siniflarin1 kapsamli bicimde belirleyememektedir. Seker fosfatlar: ve

diisiik molekiil agirlikli tiirevlendirilebilir metabolitler GC-MS ile analiz edilebilirken,
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niikleotidler ¢ogunlukla LC-MS ile, fosfolipidler ise LC-MS veya NMR tabanli
yontemlerle degerlendirilmektedir (29).

A B

180 15
)
=
=
7]

g 150

=
=
=
=]

< 4

180,
0.5 4
0, 18
0,
180, l
0 T T 1 -
T T T T T T
370 5 65 2.60 355 297 299 301 303 305 307 309
f1 (ppm) m/z

Sekil 2.5. Fosfometabolitlerin ve metabolik profillerin analizi icin 0 tabanli analitik
teknikler A) NMR ve B) Kiitle dedektori (29).

180 destekli GC-MS yaklagimu, diisiik molekiil agirlikli fosfometabolitlerin 80
ve %0 igeren izotopologlarinin ayrilmasima ve goreceli bolluklarmin belirlenmesine
olanak saglamaktadir. Tiirevlendirme sonrasinda elde edilen kiitle spektrumlarinda
isaretlenmis ve isaretlenmenmis tiirler arasindaki kiitle farklari kullanilarak 20 katilim1
degerlendirilebilmektedir. ATP ve GTP gibi dogrudan GC-MS analizine uygun
olmayan daha biiyiik fosfatli bilesiklerin incelenmesinde ise fosforil gruplarin daha
kiglk ve analiz edilebilir molekiillere enzimatik olarak aktarilmasina dayanan dolayli

yaklagimlar kullanilabilmektedir.

180 destekli 3P NMR yaklasiminda ise izotop katiliminin neden oldugu
spektral kaymalardan yararlanilarak fosfometabolit diizeyleri ve isaretlenme durumlari
birlikte degerlendirilebilmektedir. NMR’nin ayirma ve tlirevlendirme gereksiniminin
sinirlt olmasi 6nemli bir avantaj saglarken, kiitle spektrometrisine gore daha diistik
duyarliliga sahip olmasi, daha yiiksek 6rnek miktar1 ve daha uzun Ol¢lim stiresi

gerektirmesi kullanimint sinirlayabilmektedir. Bu nedenle NMR ve MS tabanh
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yontemler, fosfometabolitlerin  diizeyleri ile metabolik turnover’larinin

degerlendirilmesinde birbirini tamamlayici yaklagimlar olarak kullanilmaktadir.

Trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, karbonhidratlar, yag asitleri ve amino
asitlerden elde edilen karbon iskeletlerinin oksidasyonunda merkezi rol oynayan
metabolik yolaklardan biridir. Déngili ara iiriinleri yalnizca enerji iiretimine degil,
amino asit, lipit ve niikleotid biyosentezi gibi ¢ok sayida hiicresel siirece de katki
saglamaktadir. Kanser hiicrelerinde TCA dongiisiiniin kullanimi, mitokondriyal
islevler ve anaplerotik reaksiyonlar yeniden diizenlenebildiginden, dongi
metabolitlerinin  yalnizca diizeylerinin degil, metabolik doniisiimlerinin de

degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir.

H2'80 isaretleme yaklasimi, suyun substrat veya iiriin olarak yer aldig
reaksiyonlar araciligiyla **0’nun TCA déngiisii ara {iriinlerine katilimimin izlenmesine
olanak saglamaktadir. TCA dongiisii metabolitleri fosfat grubu igermediginden,
bunlarin 80 isaretlenmesi fosfometabolitlerde kullamlan 3'P NMR yaklasimiyla
dogrudan degerlendirilemez. Buna karsilik GC-MS analizinde molekiile katilan her
180 atomu, 1°0 iceren karsiligina gére nominal olarak 2 Da’lik kiitle artis1 olusturur.
Boylece isaretlenmemis ve farkli diizeylerde isaretlenmis izotopologlarin dagilimlari
degerlendirilerek TCA dongiisii metabolitlerinin zamana bagli doniisiim dinamikleri
incelenebilir. Bu yaklasimin TCA  dongiisiindeki  metabolik  dinamizmi
degerlendirdigi, ancak tek basina mutlak yolak fluksunu dogrudan vermedigi dikkate
almmalidir (33). TCA dongiisii metabolitlerinde 'O isaretlenmesinin baslangig
noktalar1 ile ilk ve ikinci dongii sonunda olusan isaretlenme Oriintiileri sirasiyla Sekil

2.6, Sekil 2.7 ve Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Krebs dongtisti metabolitlerinin 20 ile isaretlenmeye basladig1 noktalarin
gosterimi (33)
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Sekil 2.7. Krebs dongiisiinde ilk dongii sonunda isaretlenen metabolitler ve 30’nun
baglandig1 konumlarin gdsterimi (33)
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Sekil 2.8. Krebs dongiisiinde ikinci dongli sonunda isaretlenen metabolitler ve
80’nun baglandig1 konumlarin gosterimi (33)

80’nun bir metabolite katilmasi1, °0 igeren karsiligma gore her bir isaretli
oksijen atomu i¢in nominal olarak 2 Da’lik kiitle artis1 meydana getirmektedir. Bir
metabolitin farkli sayida 80 atomu igeren molekiiler tiirleri izotopolog olarak
tanimlanmakta ve kiitle spektrumunda M, M+2, M+4 ve devam eden kiitle kaymalari
seklinde izlenebilmektedir. izotopologlara ait diizeltilmis pik alanlar1 kullanilarak
metabolitin 20 ile isaretlenme diizeyi hesaplanabilmektedir. Hesaplama 6ncesinde,
isaretlenmemis kontrol 6rneklerinden yararlanilarak 3¢, BN, 170, 180 ve diger dogal
izotoplarin izotopolog dagilimina katkisinin diizeltilmesi gerekmektedir. Elde edilen
isaretlenme degerleri, deney siiresi ve ortamin H2'®0 zenginligi dikkate almarak

metabolik turnover’in karsilastirmali degerlendirilmesinde kullanilabilir (33).



24

% 180 isaretleme = [%801 + 2 (%802) + 3 (%203)+ .... n (%20n)]/[n (% H220)]
n: Metabolitte teorik olarak isaretlenebilen toplam oksijen atomu sayisi

Bu calismada H2'%0 isaretleme yaklasimi, farkli kanser hiicrelerinde enerji
metabolizmasiyla iliskili metabolitlerin zamana bagl isaretlenme Oriintiilerinin
degerlendirilmesi amaciyla kullanmilmistir. Elde edilen izotopolog dagilimlari,
metabolitlerin goreceli 80 katilmi ve metabolik turnover 6zellikleri agisindan
karsilastirilmistir. Calismada kapsamli bir metabolik ag modeli kullanilarak mutlak
fluks hesaplamasi yapilmadigindan, sonuglar dogrudan metabolik akis hizlar1 olarak
degil, hiicre hatlar1 arasindaki metabolik dinamik ve donilisiim farkliliklarinin

gostergeleri olarak yorumlanmuistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan kimyasallar, cihazlar ile cam ve sarf malzemeleri

sirastyla Tablo 3.1, Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te sunulmustur.

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Marka
Metanol ISOLAB
Piridin MERCK
Metoksiamin Hidroklortr Sigma
N-metil-N-trimetilsililtrifloraasetat +%1 | Thermo Scientific
Trimetilklorosilan

Tablo 3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka/Model
GC-MS Thermo Scientific ISQ7610 Trace 1610
Hassas Terazi Mettler Toledo AG285
Ultra-Saf Su Cihaz1 Bornstead Nanopure Diamond
Otomatik Mikropipet Dragonlab
Santrifij Christ AVC 12-18 CD Plus
Vorteks karistiric IKA Vorteks Genius 3

Tablo 3.3. Kullanilan Cam Malzeme ve Sarf Malzemeler

Malzeme Ozellik
Balon joje Cesitli Hacimlerde
Beher Cesitli Hacimlerde
GC Kolonu DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon;
0.25 mm i¢ ¢ap ve 0.25 um film
kalinligi)

3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

%0,9 NaCl Cozeltisi Hazirlamisi: Sodyum kloriirden 9,0 g tartilarak 1000
mL’lik balon jojeye aktarilmis ve yaklasik 800 mL ultra saf suda ¢oziilmiistiir.
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Cozlinme tamamlandiktan sonra c¢ozelti hacmi ultra saf su ile 1000 mL’ye

tamamlanmis ve homojen hale gelinceye kadar karigtirilmigtir.

0,6 M Perklorik Asit Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklasik 70-80 mL ultra saf su
tizerine 5,2 mL %70’lik konsantre perklorik asit yavasca ilave edilmistir. Cozelti oda
sicakligina geldikten sonra hacmi ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmis ve

kanistirilmastir.

Metanol icerisinde 0,6 M Perklorik Asit Cozeltisi Hazirlamsi: Yaklagik 70—
80 mL metanol lizerine 5,2 mL %70’lik konsantre perklorik asit kontrollii ve yavas
bicimde ilave edilmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin hacmi metanol ile 100 mL’ye

tamamlanmis ve homojen hale gelinceye kadar karistirilmistir.

2 M Potasyum Bikarbonat Cozeltisi Hazirlamisi: Potasyum bikarbonattan
20,02 g tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmig ve yaklasik 70-80 mL ultra saf
suda ¢ozllmiistiir. Coziinme tamamlandiktan sonra ¢ozelti hacmi ultra saf su ile 100

mL’ye tamamlanmis ve karistirilmistir.
3.2. Hiicre Kiiltiirii Hazirlama Calismalari

H2'80 isaretleme deneyleri, A549 akciger adenokarsinom, LoVo kolorektal
adenokarsinom ve Hep3B hepatoseliiller karsinom hiicre hatlarinda metabolik
dinamiklerin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. A549, LoVo ve Hep3B
hiicreleri 5, 15 ve 30 dakikalik {i¢ farkli isaretleme siiresinde degerlendirilmistir. Her

deney kosulu dort bagimsiz biyolojik tekrar ile yiiriitilmistiir.

Her hiicre hatti i¢in dogal izotop dagiliminin belirlenmesi amaciyla ayrica bir
isaretlenmemis kontrol 6rnegi hazirlanmistir. Isaretlenmemis kontrol 6rneklerine
H2'80 igermeyen Kkiiltiir ortam1 uygulanmis ve bu drnekler isaretli rneklerle ayni
deneysel kosullarda isleme alinmistir. Deney gruplari Sekil 3.1°de gosterildigi sekilde

olusturulmustur.
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H,'80 iISARETLEME DENEY TASARIMI
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Sekil 3.1. H2'®0 isaretleme deney tasarimi

A549, LoVo ve Hep3B hiicreleri, 1 g/L glukoz igeren diisiik glukozlu DMEM
ortaminda; %10 FBS, 4 mM L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ilavesiyle T25
hiicre kiiltiiri kaplarinda gogaltilmistir. Hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 COz igeren
nemlendirilmis inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Adherent 6zellik gosteren hiicrelerin
kiiltiir kaplarimin ylizeyine tutunmalari ve cogalmalar1 takip edilmis, deneysel
uygulamalarda kullanilacak kiiltiirlerin uygun hiicre yogunluguna ulasmasi

saglanmistir. Hiicre ekim yogunlugu, H2*0 ile isaretleme islemi sirasinda yaklasik

%70-80 doygunluga ulasilmasini saglayacak sekilde belirlenmistir.

Isaretleme ortam, her hiicre hatt1 i¢in kullanilan kiiltiir ortamimnin hacimce %30
H2'80 igerecek sekilde hazirlanmasiyla elde edilmistir. Hiicrelerin maruz kaldig
sicaklik degisiminin sinirlandirilmast amaciyla hazirlanan isaretleme ortami uygulama
oncesinde 37°C’ye getirilmistir. Isaretleme baslangicinda mevcut kiiltiir ortamu
tamamen uzaklastirilmis ve hiicrelere 6nceden 1sitilmis H2'80 iceren isaretleme ortami
eklenmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO2 kosullarinda sirasiyla 5, 15 ve 30 dakika
streyle inkibe edilmistir.

Isaretleme siirelerinin dogru ve karsilastirilabilir bigimde uygulanabilmesi i¢in

isarctleme ortaminin hiicrelere eklenmesi ile metabolik sondiirme isleminin

baslatilmasi arasindaki siire her ornek icin ayri olarak takip edilmistir. Biyolojik

tekrarlar arasindaki deneysel degiskenligin azaltilmasi amaciyla hiicre kiiltiirii
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kaplarinda kullanilan ortam hacmi, inkiibasyon sicakligi, CO2 dlzeyi ve drneklerin

islem sirasi tiim deney gruplarinda sabit tutulmustur.

Her isaretleme siiresinin sonunda kiiltiir ortami hizla uzaklastirilmis ve hiicreler
soguk %0,9 NaCl ¢ozeltisi ile yikanmigtir. Metabolik reaksiyonlarin miimkiin olan en
kisa siirede durdurulmasi amaciyla ilgili sondiirme ¢ozeltisi hiicrelerin {izerine hemen
eklenmistir. Kullanilan sondiirme yontemine bagli olarak hiicreler sivi azot
kullanilarak dondurulmus, hiicre kaziyicisi yardimiyla kiiltiir ylizeyinden ayrilmis ve
sondiirme ¢ozeltisi ile birlikte uygun santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen

ornekler sonraki analiz asamalarina kadar -80°C’de saklanmustir.

Bu ¢alismada 6rnek toplama iglemi, hiicrelerin kiiltiir yilizeyinden kazinarak
sondiirme c¢ozeltisi ile birlikte tiipe aktarilmasi olarak tanimlanmistir. Tiim 6rnek
toplama islemleri, Ornekleme sonrasinda meydana gelebilecek metabolik
degisikliklerin ve izotop dagilimindaki olas1 degisimlerin sinirlandirilmasi1 amaciyla

miimkiin oldugunca kisa siirede ve soguk kosullar altinda gerceklestirilmistir.

Metabolomik ornek hazirlama asamasinda metanol, metanol-perklorik asit ve
perklorik asit tiiketme yoOntemlerinin karsilastirilmast  A549  hiicrelerinde
gerceklestirilmistir. Karsilastirma sonucunda segilen metanol yontemi, H2'80

isaretleme deneylerinde A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarina uygulanmistir.
Perklorik Asit Tuketme Proseduru:

Hiicreler, kiiltiir ortami bilesenlerinin uzaklastirilmast amaciyla 3 mL soguk
%0,9 NaCl ¢ozeltisi ile yikanmigtir. Yikama ¢ozeltisi tamamen uzaklastirildiktan
sonra hiicrelerin lizerine 1 mL buz soguklugunda 0,6 M HCIO4 ¢ozeltisi eklenmistir.
Hiicresel metabolizmanin hizla durdurulmasi ve hiicrelerin pargalanmasinin
kolaylastirilmas1 amaciyla kiiltiir sisesi sivi azot kullanilarak dondurulmustur.
Hiicreler kaziyict yardimiyla yiizeyden ayrilmistir. Sise yiizeyi ilave 1 mL soguk 0,6
M HCIO4 ¢ozeltisi ile yikanmis ve birlestirilen ekstrakt 15 mL’lik santrifiij tiipiine

aktarilmustir.

Ekstraktlar, hiicresel kalintilarin ve ¢okelmis proteinlerin uzaklastirilmasi

amaciyla 4°C’de 30 dakika siireyle 14.000 x g’de santrifiijlenmistir. Elde edilen
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stipernatant, ¢okelti bozulmadan temiz bir tiipe aktarilmistir. Asidik siipernatanta
baslangigta 200 pL 2 M KHCOs ¢ozeltisi eklenmistir. Karbondioksit ¢ikist

tamamlanincaya kadar tiipler tamamen kapatilmamuistir.

Notralizasyonun ve potasyum perklorat ¢okelmesinin tamamlanmasi amaciyla
ornekler buz ilizerinde 30 dakika bekletilmistir. Ardindan 6rnekler 4°C’de 5 dakika
stireyle 14.000 x g’de tekrar santrifiijlenmistir. Stipernatantin pH degeri pH kagidi ile
kontrol edilmistir. pH degerinin 7,0’1in altinda oldugu 6rneklere, pH >7,0 oluncaya
kadar kigik hacimlerde 2 M KHCOs ¢ozeltisi eklenmistir. Her drnege eklenen toplam
KHCO3 hacmi kaydedilmistir.

Notralize edilen siipernatant temiz bir tiipe aktarilmis ve GC-MS analizine
kadar -80°C’de saklanmustir.

Perklorik Asit-Metanol Tuketme Proseduri: Hiicreler, kiltiir ortami
bilesenlerinin uzaklastirilmast amaciyla 3 mL soguk %0,9 NaCl c¢ozeltisi ile
yikanmistir. Yikama ¢ozeltisi tamamen uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iizerine 1
mL Onceden sogutulmus, metanol igerisinde hazirlanmis 0,6 M HCIO4 ¢ozeltisi
eklenmigtir. Kiiltilir sisesi 15 saniye siireyle sivi azot buharina ve ardindan 15 saniye
stireyle sivi azota maruz birakilmistir. Hiicreler kaziyici yardimiyla ylizeyden
ayrilmistir. Sise yiizeyi ilave 1 mL tiketme ¢Ozeltisi ile yikanmis ve birlestirilen

ekstrakt uygun santrifiij tiipline aktarilmistir.

Ornekler, proteinlerin ve hiicresel kalintilarin ¢oktiiriilmesi amactyla 4°C’de
30 dakika siireyle 14.000 x g’de santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant, ¢okelti
bozulmadan temiz bir tiipe aktarilmistir. Asidik ekstrakta baslangicta 200 uL 2 M
KHCO3 cozeltisi eklenmistir. Karbondioksit ¢ikisi tamamlanincaya kadar tiipler

tamamen kapatilmamustir.

Ornekler, nétralizasyonun ve tuz ¢okelmesinin tamamlanmasi amaciyla buz
tizerinde 30 dakika bekletilmis ve ardindan 4°C’de 5 dakika stireyle 14.000 x g’de
tekrar santrifiijlenmistir. Siipernatantin pH degeri pH kagidiyla kontrol edilmistir. pH

degerinin 7,0’1n altinda oldugu 6rneklere, pH >7,0 oluncaya kadar kiiclik hacimlerde
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2M KHCOs ¢ozeltisi eklenmistir. Her 6rnege eklenen toplam KHCOs hacmi
kaydedilmistir.

Notralize edilen siipernatant temiz bir tiipe aktarilmis ve GC-MS analizine

kadar -80°C’de saklanmustir.

MeOH Tiuketme Prosedurt: Hiicreler, kiiltiir ortami bilesenlerinin
uzaklastirilmas1 amaciyla 6nce 3 mL, ardindan 2 mL soguk %0,9 NaCl ¢ozeltisi ile iki
kez yikanmistir. Yikama ¢ozeltisinin tamamen uzaklastirilmasinin ardindan hiicrelerin
tizerine 1 mL buz soguklugunda MeOH:ultra saf su karigimi (9:1, h/h) eklenmistir.
Kiiltiir sisesi 15 saniye siireyle sivi azot buharina ve ardindan 15 saniye siireyle sivi

azota maruz birakilmstir.

Sise buz lizerine alinmis ve hiicreler kaziyici yardimiyla yiizeyden ayrilmistir.
Sise yiizeyi ilave 1 mL MeOH:ultra saf su karisimi (9:1, h/h) ile yikanmustir.

Birlestirilen ekstrakt 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmigtir.

Ornekler 4°C’de 30 dakika siireyle 14.000 x g’de santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme sonrasinda yaklasik 1 mL siipernatant, ¢okelti bozulmadan temiz bir

mikrosantrifiij tiipine aktarilmis ve GC-MS analizine kadar -80°C’de saklanmuistur.
3.3. Metabolomik Analizler
Metabolomik analizler, GC-MS tekniginden yararlanilarak gerceklestirilmistir.
3.3.1. GC-MS Kullanilarak Gerg¢eklestirilen Metabolomik Analizler

Dondurucuda saklanan metabolit ekstraktlari analiz oncesinde g¢ikarilarak
coziinmeleri saglanmigs ve ardindan vakumlu santrifiij kullanilarak tamamen
kurutulmustur. Kurutulan O6rneklere, piridin igerisinde 20 mg/mL derisimde
hazirlanmis 20 pL metoksiamin hidrokloriir ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler, termal
calkalayicida 30°C’de ve 250 rpm’de 90 dakika inkiibe edilerek metoksimasyon
islemine tabi tutulmustur. Metoksimasyonun ardindan ornekler oda sicakligina
getirilmis ve her 6rnege %1 trimetilklorosilan i¢eren 80 UL N-metil-N- (trimetilsilil)
trifloroasetamid (MSTFA + %1 TMCS) eklenmistir. Sililasyon iglemi 37°C’de 30

dakika stireyle gerceklestirilmistir. Tiirevlendirme islemi tamamlanan 6rnekler GC-
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MS wviallerine aktarilmis ve DB-5MS kolonu kullanilarak Tablo 3.4’te verilen

kromatografik kosullar altinda analiz edilmistir.

Tablo 3.4. GC-MS Analizi Kromatografik Kosullar

Kolon DB-5MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25
mm i¢ ¢ap ve 0.25 um film kalinlig1

Firin Sicaklig1 Programi 60°C’den (1 dk tutulur) 325 °C’ye 10°C/dk
artisla (10 dk tutulur)

Analiz Suresi 37 dk

Tastyic1 Gaz ve Akis Hizi Helyum, 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 1 uL

COzucu Gecikme Siresi 2 dakika

Transfer Hat Sicaklig1 290°C

Kiitle Araligi m/z 50-650

GC-MS analizlerinden elde edilen ham veriler Chromeleon CDS yazilimi
kullanilarak kaydedilmistir. Ham veri dosyalari, MS-DIAL yaziliminda islenebilmesi
amaciyla ABF Converter araciligiyla ABF formatina doniistliriilmistiir. Doniistiiriilen
veriler MS-DIAL yazilimina aktarilmig; pik belirleme, pik hizalama ve metabolit
tanimlama iglemleri gergeklestirilmistir. Metabolitlerin tanimlanmasinda Fiehn GC-
MS Kiitiphanesi ile MS-DIAL spektral kiitiiphanelerinden yararlanilmistir. Metabolit
tanimlamalari, kiitle spektrumu benzerligi ve MS-DIAL/Fiehn GC-MS
kiitiiphanelerinde yer alan alikonma indeksi bilgileri dikkate alinarak

gergeklestirilmistir.

MS-DIAL yazilimindan elde edilen pik alani verileri Microsoft Excel ortamina
aktarilmistir. Her metabolit i¢in 6rnekler genelindeki ortalama pik alani hesaplanmig
ve her bir Ornege ait pik alani ilgili metabolitin ortalama pik alanina bdliinerek
normalizasyon uygulanmistir. Normalize edilen veriler ¢cok degiskenli istatistiksel
analizler i¢in MetaboAnalyst platformuna yiiklenmistir. Orneklerin genel dagilimmin,
gruplar arasindaki benzerliklerin ve olas1 aykir1 6rneklerin degerlendirilmesi amaciyla
temel bilesen analizi (PCA), 6nceden tanimlanmis deney gruplari arasindaki ayrimin
incelenmesi amactyla ise kismi en kiiciik kareler diskriminant analizi (PLS-DA)
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler PCA, PLS-DA, hiyerarsik kiimeleme/isi

haritas1 (heatmap) ve bar grafikleri kullanilarak gorsellestirilmistir
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3.4. Fluksomiks Analizleri

H20 ile isaretlenen hiicrelerden elde edilen 6rneklerde amino asit
metabolizmasi, glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii, fosfat metabolizmas1 ve diger
secilmis metabolitlerle iligkili izotopolog dagilimlart GC-MS yontemi kullanilarak
incelenmistir. GC-MS analizinden once metabolit ekstraktlari, Bolim 3.3.1°de
aciklanan metoksimasyon ve sililasyon islemlerine tabi tutulmustur. TUrevlendirilen
ornekler, Tablo 3.5’te verilen GC-MS kosullar1 altinda analiz edilmistir.
Metabolitlerin tanimlanmasinda kiitle spektrumu bilgileri ile MS-DIAL/Fiehn GC-MS

kiitiiphanelerinde yer alan alikonma indeksi bilgileri birlikte degerlendirilmistir.

Tablo 3.5. 0 izotop analizleri icin GC-MS analizi kromatografik kosullar

Kolon DB-5MS kolon (30 m+10 m 6n kolon;
0.25 mm i¢ ¢ap ve 0.25 um film
kalinligr)

Firin Sicakligi Programi Firin sicakligr artig1 60°C’den (1 dak
tutulur) 325°C’ye 5°C /dak (5 dak
tutulur)

Analiz Suresi 60 dk

Tasiyic1 Gaz ve Akis Hizi Helyum, 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 1 uL

Cozucu Gecikme Siresi 2 dakika

Transfer Hat Sicaklig1 290°C

Kiitle Araligi m/z 50-650

H280’nun enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla metabolitlere katilmas:
sonucunda, %0 yerine molekiile katilan her bir 180 atom1 nominal olarak 2 Da’lik kiitle
artist meydana getirmistir. GC-MS analizinde c¢ogunlukla tek yiikli iyonlar
izlendiginden bu degisim, se¢ilen iyon serisinde 2 m/z araliklarla gézlenmistir. Bu
dogrultuda isaretlenmemis metabolite ait M+0 iyonunun yani sira bir veya daha fazla
80 atomu iceren M+2, M+4, M+6 ve devam eden izotopologlara ait pik alanlari
belirlenmistir. izotopolog analizinde kullanilan secilmis iyon degerleri amino asit
metabolizmasi, glikoliz ve TCA dongiisii metabolitleri i¢in sirasiyla Tablo 3.6, Tablo

3.7 ve Tablo 3.8’de gosterilmistir.
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izotopolog pik alanlarmin dogal izotop katkisina gore diizeltilmesi Python
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Her metabolit i¢in isaretli 6rnekte dlgiilen M+2, M+4,
M+6 ve devam eden izotopologlara ait pik alanlarindan, ayni hiicre hattina ait
isaretlenmemis kontrol Orneginde Olgiilen karsilik gelen izotopolog pik alanlar
cikarilarak diizeltilmis pik alanlart elde edilmistir. Bu diizeltilmis pik alanlari
kullanilarak goreceli izotopolog dagilimlari ve 80 isaretlenme diizeyleri

hesaplanmastir.

H2'80 isaretlenme diizeyleri; inkiibasyon ortamindaki H2'®0O orani, metabolit
icin izlenen iyon serisi ve teorik olarak isaretlenebilen oksijen atomu sayist dikkate
alinarak normalize edilmistir. Elde edilen degerler, farkli hiicre hatlar1 ve isaretleme
siireleri  arasindaki metabolik doniisiim  dinamiklerinin  karsilastirilmasinda

kullanilmastir.

Tablo 3.6. Amino asit metabolitlerinin 80 isaretleme yiizdesinin hesaplamasinda
kullanilan m/z degerleri

Metabolit Alikonma Indeksi 80 80, 80O,
Glisin 778 248 250 252
Serin 1196 219 221
Piroglutamat 1087 258 260 262
Fenilalanin 1226 222 224

Tablo 3.7. Glikoliz metabolizmas1 ve diger metabolitlerin 120 isaretleme yiizdesinin
hesaplamasinda kullanilan m/z degerleri

Metabolit A-hkonn}a 160 80, 180, 80,
Indeksi
Gliserol-3-fosfat 1994 357 359 361
Pirofosfat 950 451 453 455
Pi 1439 299 301 303 305
O-fosfokolamin 722 299 301
Kreatinin 733 329 331
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Tablo 3.8. TCA doéngusti metabolitlerinin 80 isaretleme yiizdesinin hesaplamasinda
kullanilan m/z degerleri

Metabolit Alikkonma Indeksi | O | 0, 180,
Sitrik asit 1494 273 275 277
Suksinik asit 990 247 249
Malat 1025 233 235 237
Fumarat 1164 245 247 249
Tiketme yoOntemleri arasindaki ikili karsilastirmalar, normalize edilmis

metabolit pik alanlar1 kullanilarak MetaboAnalyst platformunda gergeklestirilmistir.

Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit gruplari

arasindaki  ikili

karsilagtirmalarda iki yonlii bagimsiz 6rneklemler Student t-testi kullanilmis ve p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Bu ¢alisma kapsaminda metabolomik analizler ve H2!80 isaretleme deneyleri
icin iki ayr1 hiicre kiiltiirii calismasi gergeklestirilmistir. Metabolomik 6rnek hazirlama
calismalarinda A549 hiicreleri belirlenen kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmis ve metanol,
metanol-perklorik asit ve perklorik asit tiiketme yoOntemlerinin karsilastiriimasi
amaciyla kullanilmigtir. Kdltlr stireci boyunca hiicre morfolojisi, yiizeye tutunma ve
proliferasyonu diizenli olarak takip edilmis, kiiltiirlerde gozle goriiliir mikrobiyal

kontaminasyon bulgusu gézlenmemistir.

H2'®0 isaretleme deneylerinde ise hiicreler yaklasik %70-80 doygunluga
ulastiginda isaretleme islemi baslatilmistir. Belirlenen isaretleme siiresinin sonunda
hiicreler toplanmis ve metabolit tiketimi gergeklestirilmistir. Bu deneylerde merkezi
karbon metabolizmasi, amino asit metabolizmasi, glikoliz ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiisii ile iliskili metabolitlerin H2'80 katilmi degerlendirilerek zamana baglh

isaretlenme ve metabolik doniisiim dinamiklerinin karsilastirilmas: amaclanmistir.
4.2. Tuketme Cozeltisi Optimizasyonu

En uygun tiiketme ¢ozeltisinin belirlenmesi igin A549 hicrelerinden metanol,
metanol-perklorik asit ve perklorik asit kullanilarak hiicre i¢i metabolitler elde
edilmistir. Elde edilen metabolit ekstraktlar1 GC-MS ile analiz edilmis; pik belirleme,
hizalama, metabolit tanimlama ve normalizasyon islemlerinin ardindan 97 metabolit
giivenilir gekilde tanimlanmistir. Tanimlanan metabolitler amino asitler, organik
asitler, sekerler, yag asitleri, niikleotitler ve farkli metabolik yolaklara ait ara tirtinleri

kapsamaktadir.

Uc tiiketme ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen temsili GC-MS toplam iyon
kromatogramlar1 Sekil 4.1, Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te sunulmustur. Kromatogramlarda
metabolit piklerinin yeterli diizeyde ayrildig1 ve her lic yontemle genis bir metabolit

grubunun belirlenebildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. A549 hiicrelerinden metanol tiketme c¢oOzeltisi kullanilarak elde edilen
metabolit ekstraktlarina ait temsili GC-MS toplam iyon kromatogramlari
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Sekil 4.2. A549 hicrelerinden metanol—perklorik asit tliketme ¢ozeltisi kullanilarak
elde edilen metabolit ekstraktlarina ait temsili GC-MS toplam iyon
kromatogramlar1
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Sekil 4.3. A549 hicrelerinden perklorik asit tiketme ¢dzeltisi kullanilarak elde edilen
metabolit ekstraktlarina ait temsili GC-MS toplam iyon kromatogramlari

Tanimlanan metabolitlerin normalizasyon sonrast goreceli bolluk degerleri
ortalama =+ standart hata olarak hesaplanmistir. Tlketme yontemleri arasindaki ikili

istatistiksel karsilagtirmalarla birlikte elde edilen sonuglar Tablo 4.1’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. GC-MS analizi sonucunda tanimlanan metabolitlerin normalizasyon sonrasi bagil bolluk degerleri (ortalama + standart hata)

ve p-degerleri

Metabolit bagil bolluk degerleri p degerleri
- +
Metanol Pe?/lljéi?lg I;\si t Perklorik Asit MEEZESL _ Perl\lflf)tfir_llo,i\s@ - Pe';/llflgi?lg IAIsi t
Perklorik Asit Perklorik Asit
1,3-Dihidroksiaseton 2251 + 0,078 0,254 + 0,078 0,495 + 0,385 6.15%10-5 3 49%10-1 1.50%10
10-Hidroksidekanoik asit 0,781 + 0,104 1,18 +0,013 1,039 + 0,148 2.76x10- 1.75%10-" 6.94x102
2-Hidroksibditirik asit 0,536 + 0,242 1,347 + 0,582 1,117 + 0,543 8.99x]102 6.44x 101 1.65%10-!
2-Ketoizokaproik asit 1,114 £ 0,129 1,097 + 0,026 0,789 + 0,31 R 41x10-! 1.61x10-" 1.69x10-"
3- (2-Hidroksifenil)propanoik asit 0,561 + 0,103 1,245 + 0,147 1,194 £ 0,231 2.77x10 7 64x10-1 1.24x10-
3-Aminoizobitirik asit 0,695 + 0,127 1317£0,342 0,988 + 0,023 4.19x102 1.72x10"! 1.71x10
3-Hidroksipropanoik asit 1,841 +0,184 0,636 + 0,394 0,524 + 0,209 8.66x10- 6.86x10-1 1.22x10°
3-Ureidopropiyonat 0,014 + 0,009 0,796 0,355 2,19+0,65 1.89x10°2 3.10x10 4.39x10°3
4-Hidroksisinnamik asit 0,684 + 0,156 1,246 + 0,227 1,071 + 0,196 2.41x10°2 3.69x10! 5 56%10°2
6-Deoksi-D-glukoz 0,161+ 0,019 0,969 0,174 1,87 +0,474 1.33x10° 3.66x10° 3.36x10°
6-Fosfoglukonik asit 1,893 £ 0,262 0,621 £0,111 0,486 + 0,081 1.49x1073 1.64x10! 8.82x10*
8-Aminokaprilik asit 0,712 0,045 1,18 +0,938 1,108 + 0,149 436%10-! 9.01x10-! 1.16x102
Alanin 0,192 + 0,104 0,864 + 1,305 1,944 + 1,69 4.24%10-1 43110 1 47%10-1
Allo-inozitol 1,546 + 0,09 0574£0173 0,881+0,372 9.87x10* 2.64x10" 3.95x10°2
Allo-treonin 2,788 + 0,309 0,026 + 0,003 0,185 + 0,292 1.02x10 4.00%10" 4.49%10~
Alfa-ketoglutarik asit 1,775+ 0,193 0,412 + 0,063 0,813 + 0,727 3.11x10~ 3.96x10-! 9.10%10-2
Glukozamin-1-fosfat 1,779 0,153 0,441 £0,172 0,78 + 0,454 5.49%10- 2.93%10! 226%102
Arasidik asit 0,763 £ 0,081 1,224 + 0,038 1,013 + 0,109 8.81x10* 3.42x10°2 3.38x102
Asparajin 2,391 +£0,517 0,373 0,172 0,236 + 0,03 3.03x10° 2 47%10! 1.96x10-
Aspartik asit 1,988 + 0,266 0,173 £ 0,087 0,839 0,87 3.61x10-4 2 58x10! 941x10°2
Beta-alanin 2,004 + 0,147 0,366 + 0,104 0,629 + 0,488 9.50x10°5 413%10-" 0.48x10°
Kaprik asit 0,571 0,101 1,412 +0,152 1,017 + 0,058 1.34x10° 1.37x10°2 2.67x10°
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Kaprilik asit 0,481 +0,125 1,633 +0,213 0,886 + 0,128 1.27x10° 6.43x10- 1.73x10°2
Kolesterol 1,931 0,225 0,88 + 0,511 0,189 £ 0,046 3.11x102 8.03x10°2 1.95x10-
Kolik asit 1,27 £0,622 0,862 + 0,295 0,868 + 0,321 3.63%10-" 9.82x10"! 3.76x10!
Sitrik asit 0,924 £0,179 0,527 £ 0,194 1,549 + 0,646 5.98x102 5.85x102 1.81x10!
Estron 0,821 +0,172 1,402 + 0,498 0,776 0,251 1.29x10" 1.24x10"! 8 11x10-!
Fumarik asit 1,577 +£0,053 0,593+0,17 0,83 £0,424 6.61x10™* 421x10°" 3.88x102
Glukoheptonik asit 1,804 + 0,044 0,442 £0,122 0,754 + 0,496 5.28x10- 35010 5 18%102
Glukoz-6-fosfat 2,381+0,276 0,349 0,06 0,27 + 0,051 2.39x10°* 1.57x10°" 2.00x10°*
Glukuronik asit 2,557 £ 1,344 0,33 £0,397 0,113 +0,134 5.13x102 4.21x10 3.51x102
Glutamik asit 1,23+0,11 0,461 + 0,366 1,309 + 1,136 2.53x10°2 2.86x10! 9.10x10"!
Glutamin 0,128 +0,011 0,921 +0,288 1,951+ 0,548 8.89x10- 4.49%10-2 4.51x10°
Gliseraldehit 0,642 +0,083 1,396 + 0,249 0,962 + 0,053 7.60x10- 415%10°2 5.06x10-
Gliserol 0,841 +0,178 1,376 + 0,217 0,783 + 0,096 2.99x10°2 1.23x10°2 6.44x10!
Gliserol-3-fosfat 2,058 + 1,077 0,435 £ 0,159 0,506 * 0,257 6.12x102 7 04x10-1 729%102
Glisin 2,25 + 0,082 0,254 + 0,078 0,495 + 0,385 6.89x10-5 3.48x10! 1.52x10°3
Glikolik asit 0,629 + 0,125 1,227 40,115 1,144 +0,198 3.63x10° 56210 1.89%10-2
Heptadekanoik asit 0,702 + 0,099 1,261+ 0,143 1,037 £ 0,166 5.15x10° 1 50%10-1 4.03%102
Hidroksitre 0,994 + 0,149 0,782 + 0,352 1,224 +1,275 3.90x10! 5.04%10! 779%10-1
Hipotaurin 1,976 £ 0,117 0,469 £ 0,135 0,555 + 0,262 1.26x10 6.38x10! 1.02x1073
Izolésin 2,321+0,103 0,177 £0,07 0,502 + 0,49 7.57x10-6 320x10-! 3.27x10°
Laktamid 0,378 0,082 1,151+ 0,234 1,472 + 0,297 5.69x10- 2 15%10-! 3.53%10°3
Lakik asit 1,06 + 0,036 1,124 +0,252 0,816 + 0,226 6.84x10"" 1.90x10°! 1.39x10°"
Laurik asit 0,632 + 0,137 1,212 40,108 1,156 + 0,187 4.47%10°3 6.74x10-" 1.72x10-2
Malik asit 1,835 +0,171 0,394 0,128 0,771+ 0,428 3.06x10- 21810 161x10-2
Malonamid 0,618 + 0,205 1,341 % 0,006 1,041 40,077 3.64x10° 2.56x10° 5 87x102
Malonik asit 0,55 + 0,151 1,411 £ 0,344 1,039 + 0,161 1.66x10- 1.66x10-" 1.84%102
Mannoz 1,935 + 1,018 0,295 + 0,267 0,769 + 0,958 5.40%10° 455101 2 22%10-!
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Metiyonin 0,743 £ 0,019 1,203 £ 0,134 1,054 + 0,223 4.10x107 3.76x10"! 7.40x1072
Metilmalonik asit 1,923 +0,125 0,342 0,058 0,735 + 0,545 3.83x10- 2 89%10! R EI
Mimosin 1,985 + 0,085 0,539 + 0,086 0,476 + 0,234 3.23x10° 6.86x10"1 4.66x10
Miristik asit 0,595 + 0,046 1,444 £ 0,075 0,962 + 0,135 7.68x10°5 5.67x10° 112x10-2
N-Asetil-D-glukozamin 1,917 +£ 0,247 0,461 + 0,062 0,622 £0,276 5.85x10-4 3.81x10-! 3.75%10°
N-Asetil-D-mannozamin 1,756 + 0,292 0,644 +0,2 0,6 £0,192 5.55x1073 7.96x10"! 4.59%1073
N-Asetil-L-aspartik asit 1,755 + 0,054 0,48 +0,1 0,764 + 0,292 4.20%10-5 1.87%101 4.45%10°
N-Asetil-L-glutamik asit 1,346 + 0,083 0,897 + 0,252 0,757 + 0,303 4.26%102 5.71x10! 3.14x1072
N-Asetil-L-fenilalanin 0,91 + 0,073 0,705+ 0,103 1,386 £ 0,414 4.81x102 5.07x102 1.22x10!
N-Karbamil-L-glutamik asit 0,091 + 0,004 0,568 + 0,237 2,341+ 0,738 2.52%102 1.67x10-2 6.18x10-
Oleik asit 0,739 + 0,327 1,27+ 0,329 0,991+0,18 1.18x10°" 2.67x10°" 3.07x10"!
O-Fosfokolamin 1,645 + 0,085 0,689 0,095 0,666 + 0,321 2.03%10 9.12x10" 6.91x10~
Oksaloasetik asit 2,428 + 2,351 0,101 + 0,053 0,471 + 0,489 1.62x10-! 2.62%10-1 231x10-!
Oksalik asit 0,406 + 0,041 0,995 + 0,56 1,6 +1,013 1.43x10! 4.16x10! 1.11x10!
Palmitik asit 0,808 + 0,13 1,205 + 0,035 0,987 + 0,117 7.03x10°3 370%10°2 151101
Palmitoleik asit 0,673 0,246 1,388 0,297 0,938+ 0,113 326x102 7.03x10°2 1.65%10-"
Pantotenik asit 1,321 £0,02 0,703 + 0,067 0,976 £ 0,401 1.08x10°* 3.10x10°" 2.11x10°"
Fenilalanin 2,546 + 0,094 0,116 + 0,084 0,338 + 0,381 4.82x10- 3.79%10-! 6.19%10~
Fosforik asit 1,609 £ 0,363 0,401 £ 0,206 0,99 + 0,612 7.44x1073 1.90x10! 2.06x107!
p-Hidroksifenillaktik asit 2,556 + 0,305 0,232 + 0,044 0,212 + 0,116 19810 797%10-1 2.39x10-*
Porfin 0,601 + 0,107 1,358 £0,173 1,041 +0,058 2.97x10- 3.97x102 3.25%10°3
Prolin 0,66 +0,111 1,341 £ 0,095 0,999 + 0,114 1.29x10 1.62x10°2 2.10x102
Piroglutamik asit 1,383£0,135 0,376 0,29 1,24 +1,148 5.46x10° 2.75x10"" 8.41x10"!
Pirofosfat 2,84£0,149 0,057 +0,024 0,103 + 0,085 5.75%10 2.62x10" 7.57x10°¢
Pirtvik asit 0,880,113 1,236 + 0,23 0,883 + 0,085 738%10°2 6.73x10 9.72x10-!
Ribitol 1,558 0,182 0,566 + 0,188 0,875 + 0,341 2.78x10° 2 42%10-1 376%102
Ribonik asit gama-lakton 0,933 £0,075 0,647 £0,2 1,419+ 0,428 8.14x102 4.75%102 1.25%10-1
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Riboz 2173+1,.86 0423 + 0,331 0,404 0,215 1.84x10"! 9.39x10"! 1.77x10"!
Sedohepttiloz 0,372 £ 0,366 0,624 £ 0,473 2,004 £1,779 5.06x10"! 2.64x10! 1.94x10!
Serin 2,801+ 0,514 0,038 + 0,004 0,161 + 0,199 7.42x10- 3.45%10-1 L15%10°
Sorbitol 1,286 + 0,194 0,885 £ 0,034 0,829 £ 0,271 2.42x102 7.44x107! 7.64x102
Sorboz 2,237 £0,185 0,277 £0,16 0,487 + 0,427 1.57x10 4.70%10° 2.86x10°3
Skualen 0,589 + 0,141 1,452 + 1,467 0,959 + 0,169 368%10-! 5.04x10-1 430%10°
Stearik asit 0,75+ 0,093 1,253 + 0,05 0,997 + 0,084 1.15x10°3 1.05x10°2 2 68x10°2
Stigmasterol 1,378 + 0,66 0,846 0,179 0,776 + 0,427 2.49%101 8.07x10-" 2.55%10-!
Stiksinik asit 1,269 + 0,063 0,71 £ 0,096 1,021+ 0,398 LOTX10 2 58%10-" 3.46x10-"
Stkroz 1,76 +0,197 0,405 0,208 0,835 + 0,572 1.21x10° 2.88x10"" 5.72x10°2
Taloz 1,799 + 0,851 0,371+ 0,22 0,83 + 0,979 4.80%10°2 479%10-" 2 66x10-!
Tartarik asit 0,023 +0,013 0,836 + 0,279 2,141 £ 0,486 7.26x10° 1 56%10°2 1.65%10°3
Tartronik asit 0,569 + 0,138 1,394 +0,321 1,038+ 0,119 1.49x10°2 1.45%10"! 1113102
Tetratriakontan 0,718 0,069 1,267 0,077 1,015 + 0,064 7.91x10- 1.23x10-2 5.54x10°
Treitol 0,82 + 0,091 1,166 % 0,079 1,014+0,178 7.67x10 2.50%10! 1.69x10-!
Treonin 1,676 0,261 0,373 + 0,146 0,951+ 0,858 1.65x10- 314x10-" 2 34x10-!
Treoz 0,583 % 0,547 0,854 + 1,006 1,563 +0,121 7.02x10-! 2.93%10-! 386102
Trehaloz 1,51+1,191 0,487 + 0,25 1,004 + 0,688 2.19x10°! 2.88x10" 5.59x10"!
Tirozin 2,637 +0,335 0,081 + 0,037 0,282 + 0,353 1.93x10 381x10-! L10x10-
Ure 0,826 + 0,147 1,184 + 0,366 0,989 + 0,19 1.91x10"! 4.59x10! 3.06x10~"
Valin 2,311 0,287 0,175 + 0,06 0,514 + 0,557 2.26x10- 3 54%101 7.64x10°3




43

4.2.1. Tuketme Yontemlerine Ait Genel Metabolomik Profiller

Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
metabolomik profiller PCA, PLS-DA ve hiyerarsik kiimeleme analizleri kullanilarak
karsilastirilmistir. Cok degiskenli analizlerde ayni tiiketme ¢dzeltisiyle hazirlanan
biyolojik tekrarlarin genel olarak birbirine yakin konumlandigi, farkli tiiketme
cozeltilerinin ise farkli metabolit profilleri olusturdugu gézlenmistir. Bu sonuclar,
tilkketme ¢Ozeltisinin Ol¢iilen metabolitlerin goreceli bolluklari tizerinde belirgin bir

etkisinin bulundugunu gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Metanol, metanol—perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
A549 hicre ici metabolit profillerinin A) PCA, B) PLS-DA ve C) hiyerarsik
kiimeleme 1s1 haritasi analizleri
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H2'0 isaretleme calismalarinda amino asit metabolizmasi, glikoliz ve TCA
dongiisiiyle iliskili metabolitlerin izlenmesi planlandigindan, tiketme ydntemlerinin

bu metabolit gruplar tizerindeki etkileri ayrica degerlendirilmistir.

4.2.2. Amino Asitler

Amino asit metabolitlerine ait tilketme yontemi karsilagtirmalar1 Sekil 4.5°de,

sunulmustur.

Ekstraksiyon Cozeltilerine Gore Amino Asit Metabolitlerinin Goreceli Bollugu
Bl Metanol W Metanol + Perklorik Asit Il Perklorik Asit

Goreceli Bolluk
£ = g o w
o o o w o
1 1 1 1 J

<
1

o
=)

Alanin  Asparajin  Aspartik Glutamik Glutamin  Glisin  izolésin  Metiyonin Fenilalanin  Prolin Serin Treonin  Tirozin Valin
asit asit

Metabolitler

| M: Metanol |  M+P: Metanol + Perklorik Asit |  P: Perklorik Asit |

Sekil 4.5. Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
A549 hiicre i¢i amino asit metabolit profillerinin bar grafigi gosterimi

Amino asitlerin énemli bir bélimuinde en yuksek goreceli bolluk metanol
tilketme ¢ozeltisiyle elde edilmistir (Sekil 4.5). Glisinin goéreceli bollugu metanol,
metanol—perklorik asit ve perklorik asit yontemlerinde sirasiyla 2,250 £ 0,082, 0,254
+ 0,078 ve 0,495 + 0,385 olarak belirlenmistir. Metanol ile metanol—perklorik asit ve
metanol ile perklorik asit arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur;

ilgili p degerleri sirasiyla 6,89 x 10-6 ve 1,52 x 10~ tiir.

Fenilalanin i¢in ayn1 yontemlerle sirasiyla 2,546 = 0,094, 0,116 + 0,084 ve 0,338
+ 0,381 goreceli bolluk degerleri elde edilmistir. Metanol yontemi ile diger iki yontem
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamhidir (p = 4,82 x 10-6 ve p = 6,19 x 10-4).

Serinin goreceli bollugu metanol yonteminde 2,801 + 0,514, metanol—perklorik asit
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yonteminde 0,038 = 0,004 ve perklorik asit yonteminde 0,161 + 0,199 olarak bulunmustur.

Metanol ile diger iki yontem arasindaki farklarin anlamli oldugu belirlenmistir.

[zoldsin, valin, tirozin, asparajin, aspartik asit ve B-alaninde de en yiiksek
goreceli bolluk metanol ydntemiyle elde edilmistir. Izolosin igin degerler sirasiyla
2,321 +0,103, 0,177 £ 0,070 ve 0,502 £ 0,490; valin igin 2,311 + 0,287, 0,175 + 0,060
ve 0,514 + 0,557, tirozin igin ise 2,637 = 0,335, 0,081 + 0,037 ve 0,282 + 0,353 olarak

belirlenmistir.

Buna karsilik glutaminde en yiiksek goreceli bolluk perklorik asit yontemiyle
elde edilmistir. Glutamin degerleri metanol, metanol—perklorik asit ve perklorik asit
yontemlerinde sirasiyla 0,128 + 0,011, 0,921 + 0,288 ve 1,951 + 0,548 olarak
bulunmustur. Metanol ile perklorik asit arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p = 4,51 x 10®). Prolin ve metiyoninde ise en yiiksek ortalama degerler metanol—

perklorik asit yontemiyle elde edilmistir.
4.2.3. Glikoliz ve Tliskili Karbonhidrat Metabolitleri

Glikoz metabolitlerine ait tilketme yontemi karsilastirmalart Sekil 4.6’da

sunulmustur.
Ekstraksiyon Cozeltilerine Gore Glikoliz
Metabolitlerinin Goreceli Bollugu
Il Metanol I Metanol + Perklorik Asit Il Perklorik Asit
3.0+
2.5
S 201
2
= 15
8
5 1.0
(L
0.5
0.0-
M M+P P M M+P P M M+ P M M+P P M M+P P M M+ P
Glukoz-6-fosfat Gliseraldehit Gliserol Gliserol-1-fosfat Piriivik asit Laktik asit
Metabolitler

[ M: Metanol |  M+P: Metanol + Perklorik Asit | P: Perklorik Asit l

Sekil 4.6. Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
A549 hiicre i¢i glikoliz metabolit profillerinin bar grafigi gosterimi
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Glikoliz ve pentoz fosfat yoluyla iligkili baz1 fosforillenmis metabolitlerde
metanol yontemi daha yiiksek goreceli bolluk saglamistir. Glukoz-6-fosfatin goreceli
bollugu metanol, metanol—perklorik asit ve perklorik asit yontemlerinde sirasiyla
2,381 + 0,276, 0,349 + 0,060 ve 0,270 £+ 0,051 olarak belirlenmistir. Metanol yontemi
ile diger iki yontem arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p =

2,39 x 10-4ve p = 2,00 x 10,

6-Fosfoglukonik asitte sirastyla 1,893 £ 0,262, 0,621 + 0,111 ve 0,486 + 0,081
degerleri elde edilmistir. Metanol ile diger iki ydntem arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak anlamlidir. Glukozamin-1-fosfat i¢in goreceli bolluklar sirasiyla

1,779 £ 0,153, 0,441 £ 0,172 ve 0,780 + 0,454 olarak bulunmustur.

Gliseraldehit ve gliserolde en yiksek goreceli bolluk metanol—perklorik asit
yontemiyle elde edilmistir. Gliseraldehit i¢cin degerler sirasiyla 0,642 + 0,083, 1,396 +
0,249 ve 0,962 % 0,053; gliserol icin 0,841 + 0,178, 1,376 + 0,217 ve 0,783 + 0,096

olarak belirlenmistir.

Pirtivik asitte metanol—perklorik asit yontemiyle daha yiiksek ortalama deger
elde edilmesine karsin yontemler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir. Laktik asitte de {i¢ tiiketme ¢Ozeltisi arasinda anlamli bir farklilik

belirlenmemistir.
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4.2.4. TCA Dongusu Metabolitleri

TCA dongiisii metabolitlerine ait tilketme yontemi karsilagtirmalari Sekil

4.7’de sunulmustur.

Ekstraksiyon Cozeltilerine Gore TCA Dangiisii Metabolitlerinin Goreceli Bollugu

I Metanol [ Metanol + Perklorik Asit I Perklorik Asit
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E
s 15
o
S
v
£ 104
o

0.5

0.0

Sitrik asit Alfa Siiksinik asit Fumarik asit Malik asit Oksaloasetik asit
ketoglutarik asit
Metabolitler

| M: Metanol | M+P: Metanol + Perklorik Asit | P: PerklorikAsit|

Sekil 4.7. Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
A549 hiicre i¢i TCA dongiisii metabolit profillerinin bar grafigi gosterimi

TCA dongiisii metabolitlerinden a-ketoglutarik asit, fumarik asit ve malik
asitte en yiiksek goreceli bolluk metanol yontemiyle elde edilmistir. a-Ketoglutarik
asit icin metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemlerinde sirasiyla
1,775 + 0,193, 0,412 + 0,063 ve 0,813 + 0,727 degerleri bulunmustur. Metanol ile
metanol-perklorik asit arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p = 3,11 x 10%).

Fumarik asitte goreceli bolluklar sirasiyla 1,577 + 0,053, 0,593 £+ 0,170 ve
0,830 £ 0,424 olarak belirlenmistir. Metanol ile diger iki yontem arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Malik asitte elde edilen degerler sirasiyla
1,835 + 0,171, 0,394 £ 0,128 ve 0,771 £ 0,428 olup metanol ile diger yontemler

arasindaki farklar anlamlidir.

Siiksinik asitte en yiiksek ortalama deger metanol yontemiyle elde edilmistir.

Goreceli bolluklar sirasiyla 1,269 + 0,063, 0,710 + 0,096 ve 1,021 £ 0,398 olarak
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bulunmustur. Metanol ile metanol—perklorik asit arasindaki fark anlamli iken metanol

ile perklorik asit arasindaki fark anlamli bulunmamustir.

Sitrik asitte en yiksek ortalama goéreceli bolluk perklorik asit yontemiyle elde
edilmistir. Metanol, metanol—perklorik asit ve perklorik asit yontemlerinde sirastyla
0,924 +0,179, 0,527+ 0,194 ve 1,549 £ 0,646 degerleri belirlenmistir. Bununla birlikte
sitrik asit i¢in yoOntemler arasindaki ikili karsilagtirmalar istatistiksel anlamlilik
diizeyine ulasmamistir. Oksaloasetik asitte de metanol yontemi daha yiiksek ortalama

deger vermesine ragmen yontemler arasinda anlamli farklilik belirlenmemistir.
4.2.5. Diger Metabolit Gruplar:

Diger Metabolit Gruplar

Hm Metanol B Metanol + Perklorik Asit BB Perklorik Asit
3.0

2.5+

Goreceli Bolluk
- N
n o
L N

=
=4
L

0.54

Lo |

Miristik asit Kolesterol Pirofosfat

Metabolitler

0.0+

| M: Metanol | M+P: Metanol + Perklorik Asit | P: Perklorik Asit|

Sekil 4.8. Metanol, metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemleriyle elde edilen
A549 hiicre i¢i ¢esitli metabolit profillerinin bar grafigi gésterimi

Yag asitlerinin 6nemli bir boliimiinde en yiiksek goreceli bolluk metanol—
perklorik asit yontemiyle elde edilmistir. Miristik asit i¢in metanol, metanol—perklorik
asit ve perklorik asit yontemlerinde sirastyla 0,595 + 0,046, 1,444 = 0,075 ve 0,962 +
0,135 degerleri bulunmustur. Metanol-perklorik asit yontemiyle elde edilen deger hem
metanol hem de perklorik asit yonteminden anlamli derecede ytiksektir. Kaprilik asit,
kaprik asit, palmitik asit ve stearik asitte de en ylksek ortalama degerler metanol—

perklorik asit yontemiyle elde edilmistir.
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Kolesterolde ise en yiiksek géreceli bolluk metanol ydntemiyle elde edilmistir. Ug
yontemle sirastyla 1,931 £ 0,225, 0,880 + 0,511 ve 0,189 + 0,046 degerleri belirlenmis;

metanol ile perklorik asit arasindaki fark anlamh bulunmustur (p = 1,95 x 10™4).

Pirofosfatin goreceli bollugu metanol tliketim yonteminde 2,840 + 0,149,
metanol—perklorik asit yonteminde 0,057 + 0,024 ve perklorik asit yonteminde 0,103
+ 0,055 olarak belirlenmistir. Metanol ile diger iki yontem arasindaki farkliliklar ileri
diizeyde anlamhidir. O-Fosfokolamin icin de en yuksek goéreceli bolluk metanol
yontemiyle elde edilmis ve degerler sirasiyla 1,645 + 0,085, 0,689 = 0,095 ve 0,666 +

0,321 olarak bulunmustur.

Ug tiiketme ¢ozeltisinin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, metanol
yontemi amino asitlerin biiylik bir bdliimiinde, fosforillenmis sekerlerde, TCA
dongiisiiniin bir¢ok ara iiriiniinde ve baz1 fosfat metabolitlerinde daha yiiksek goéreceli
bolluk saglamistir. Bu sonuglar dogrultusunda sonraki metabolit ve H2'®0 isaretlenme

analizlerinde metanol tiiketme ¢ozeltisi kullanilmistir.
4.3. Fluksomik Analizi

Tez kapsaminda degerlendirilen metabolitlerin A549, Hep3B ve LoVo hiicre
hatlarinda 5., 15. ve 30. dakikalardaki H2'®0O isaretlenme diizeyleri GC-MS analizleri
ile karsilastirllmistir. Bu analizlere ait temsili bir toplam iyon kromatogrami Sekil

4.9’da sunulmustur.
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Sekil 4.9. LoVo hiicrelerinden elde edilen metabolit ekstraktinin 60 dakikalik GC-MS
yontemiyle analizine ait toplam iyon kromatogrami

Kromatogramda farkli alikonma zamanlarinda gozlenen pikler, hiicre
ekstraktinda bulunan ve tirevlendirme islemi sonrasinda GC-MS ile ayrilan

metabolitleri temsil etmektedir.

H2'®0 isaretlenmesi, metabolitlerin molekiil yapilarina 0 atomlarmin katilimi
sonucunda meydana gelen kiitle artiglarinin GC-MS analizleri ile izlenmesi esasina
dayanmaktadir. Bu kapsamda her metabolit i¢in isaretlenmemis (Mo) ve farkli
sayilarda 80 iceren izotopologlara (M1, Mz, ...) ait pik alanlar1 belirlenmis ve H2%0

isaretlenme yiizdeleri hesaplanmistir.

izotop isaretlenmesinin degerlendirilmesine &rnek olarak TCA dongiisiinden
sitrik asit, fosfat metabolitlerinden inorganik fosfat (Pi) ve amino asit
metabolizmasindan piroglutamata ait sec¢ilmis iyon kromatogramlar1 ve karsilik gelen
kiitle spektrumlart sirasiyla Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de sunulmustur. Bu

orneklerde inkiibasyon siiresinin uzamastyla birlikte isaretlenmemis izotopologlarin
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sinyal siddetlerinin azalirken, 80 iceren izotopologlara ait sinyallerin arttig1

gbzlenmistir. Bu degisim, metabolitlerin ilgili metabolik yolaklardaki doniisiim

dinamiklerinin H2'80 isaretlenmesi kullanilarak izlenebildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.11. inorganik fosfata ait H2'O isaretlenmesinin GC-MS segilmis iyon
kromatogramlar1 ve kiitle spektrumlari. Isaretlenmemis (Mo) ve H2'80
katilimi sonucunda olusan izotopologlara ait pikler gosterilmektedir
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Sekil 4.12. Piroglutamata ait H2'®0 isaretlenmesinin GC-MS segilmis iyon
kromatogramlar1 ve kiitle spektrumlari. Isaretlenmemis (Mo) ve H2'%0
katilimi sonucunda olusan izotopologlara ait pikler gosterilmektedir

4.3.1. TCA Déngiisii isaretlenmesi

TCA dongiisii metabolitlerine ait H2'®0 isaretlenme profilleri Sekil 4.13’te
sunulmustur. Sitrik asitte H2*80 isaretlenmesinin tiim hiicre hatlarinda inkiibasyon
siiresiyle birlikte arttig1r belirlenmistir. A549 hiicrelerinde ortalama isaretlenme
yaklasik %15'ten %37'ye, Hep3B hiicrelerinde %19'dan %38'e, LoVo hiicrelerinde ise
%18'den Malik asitte AS549 hiicrelerinde
gozlenmezken, Hep3B ve LoVo hiicrelerinde yaklasik %15-17 diizeylerinden %41—

%45'e  yiikselmistir. isaretlenme
43 diizeylerine yiikselmistir. Fumaratta A549 hiicrelerinde isaretlenme tiim zaman
noktalarinda yaklasik %1,6 diizeyinde kalirken, Hep3B hticrelerinde %44'ten %73'e,
LoVo hiicrelerinde ise yaklasik %53 diizeyinde seyretmistir. Siiksinatta Hep3B ve
LoVo hiicrelerinde isaretlenme 30. dakikada sirasiyla yaklagsik %109 ve %60

degerlerine ulasmistir.
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Sekil 4.13. A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda TCA dongiisli metabolitlerinin 5.,
15. ve 30. dakikalardaki H2'®0 isaretlenme diizeyleri. Veriler dort
biyolojik tekrarin ortalamas1 + standart sapma olarak sunulmustur

4.3.2. Amino Asit Metabolitlerinin Isaretlenmesi

Amino asit metabolitlerine ait H20 isaretlenme profilleri Sekil 4.14’te
sunulmustur. Serinde Hep3B ve LoVo hiicrelerinde inkiibasyon siiresine bagli belirgin
artis gozlenirken, A549 hiicrelerinde isaretlenme diisiik diizeyde kalmstir.
Fenilalaninde A549 hiicrelerinde H2'20 isaretlenmesi saptanmazken, Hep3B ve LoVo
hiicrelerinde isaretlenme 30. dakikada yaklasik %43 diizeyine ulasmistir.
Piroglutamatta Hep3B ve LoVo hiicrelerinde isaretlenme yaklagik %24 diizeyine
yiikselirken, A549 hiicrelerinde diisiik diizeyde kalmustir. Glisinde A549 hucreleri

ozellikle 30. dakikada diger hiicre hatlarina gore daha yiiksek isaretlenme gostermistir.
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Sekil 4.14. A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda amino asit metabolitlerinin 5., 15.
ve 30. dakikalardaki H2'®0 isaretlenme diizeyleri. Veriler dort biyolojik
tekrarin ortalamasi + standart sapma olarak sunulmustur

4.3.3. Fosfat Metabolitleri ve Diger Metabolitlerin Isaretlenmesi

Inorganik fosfat (Pi), gliserol-3-fosfat, pirofosfat ve O-fosfokolamine ait H2'20
isaretlenme profilleri Sekil 4.15°te sunulmustur. Gliserol-3-fosfatta (G3P) A549
hiicreleri tim zaman noktalarinda Hep3B ve LoVo hiicrelerine gore daha yiiksek
isaretlenme gostermistir. Inorganik fosfatta AS549 hiicrelerinde isaretlenme
inkiibasyon siiresiyle birlikte artarken, Hep3B ve LoVo hiicrelerinde daha diisiik
duzeylerde seyretmistir. Pirofosfatta Hep3B ve LoVo hiicrelerinde zamana bagl artis
gozlenmistir. O-fosfokolaminde A549 hiicrelerinde belirgin artig saptanirken, LoVo
hiicrelerinde orta diizeyde, Hep3B hiicrelerinde ise diisiik diizeyde isaretlenme
belirlenmistir. Kreatininde H2'®0 isaretlenmesi yalmzca LoVo hiicrelerinde

gdzlenmistir.
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Sekil 4.15. A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda fosfat metabolitleri ve diger
metabolitlerin 5., 15. ve 30. dakikalardaki H2'%0 isaretlenme diizeyleri.
Veriler dort biyolojik tekrarin ortalamast + standart sapma olarak
sunulmustur

4.4. Metabolomik Analizler

GC-MS ile gergeklestirilen isaretlenmemis metabolomik analizler sonucunda
A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda 98 metabolit tanimlanmistir. Tanimlanan
metabolitlerin goreceli bolluklar1 kullanilarak hiicre hatlarinin genel metabolomik
profilleri PCA, PLS-DA ve hiyerarsik kiimeleme (heatmap) analizleri ile

degerlendirilmistir.

PCA analizinde ilk iki temel bilesen toplam varyansin %80,3’iinii agiklamistir.
PCA skor grafiginde A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinin metabolomik
profillerinin birbirinden ayrildig goriilmiistiir. A549 ve LoVo 6rnekleri kendi gruplari
icerisinde birbirine daha yakin konumlanirken, Hep3B 6rneklerinin daha genis bir

alana dagildig1 gézlenmistir (Sekil 4.16A).



57

PLS-DA analizinde de {i¢ hiicre hattina ait drneklerin birbirinden belirgin
sekilde ayrilarak ii¢ ayr1 grup olusturdugu goriilmiistiir. PLS-DA ile elde edilen
gruplama, PCA sonuglariyla genel olarak uyumlu bulunmus ve A549, Hep3B ve LoVo
hiicre hatlarinin farkli metabolomik profillere sahip oldugunu gostermistir (Sekil

4.16B).

Is1 haritas1 analizinde, ayn1 hiicre hattina ait biyolojik tekrarlarin genel olarak
birlikte kiimelendigi ve metabolitlerin goreceli bolluklarinin hiicre hatlar1 arasinda
farkli oOriintiiler gosterdigi belirlenmistir. LoVo hiicrelerinde belirli bir metabolit
grubunun, A549 hiicrelerinde ise farkli bir metabolit grubunun daha yiiksek goreceli
bolluk gosterdigi goriilmiistiir. Hep3B hiicrelerinde bir¢ok metabolitin goéreceli
bollugu diger hiicre hatlarina goére daha diisiik olmakla birlikte, baz1 metabolitlerin
daha yuksek goreceli bolluk gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.16C). Bu bulgular, GC-
MS ile belirlenen metabolit profillerinin hiicre hatlarina 6zgii farkliliklar gosterdigini

ortaya koymustur.
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Sekil 4.16. 0 isaretleme oncesinde elde edilen isaretlenmemis metabolomik verilere
ait (A) temel bilesenler analizi (PCA), (B) kismi en kiigiik kareler
diskriminant analizi (PLS-DA) ve (C) Is1 haritas1
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5. TARTISMA

Metabolomik analizlerde Ol¢lilen metabolit profili yalnizca hiicrelerin
biyolojik ozelliklerini degil, Orneklerin toplanmasi, metabolik reaksiyonlarin
durdurulmasi, proteinlerin uzaklastirilmasi, metabolitlerin tuketilmesi,
tirevlendirilmesi ve cihaz analizi sirasinda uygulanan islemleri de yansitmaktadir
(45). Hiicreler toplandiktan sonra enzimatik reaksiyonlarin devam etmesi, kararsiz
metabolitlerin bozunmasi veya belirli metabolit gruplarmin yetersiz tuketilmesi,
oOlgiilen bagil bolluklarin 6rnekleme animndaki hucresel durumu tam olarak temsil
etmesini engelleyebilir (46). Bu nedenle tuketme basamaginin optimize edilmesi,
hiicre temelli metabolomik ve izotop isaretleme ¢aligmalarinin analitik giivenilirligini

dogrudan etkileyen temel asamalardan biridir (47).

Hiicre i¢i metabolitlerin polarite, ¢oziiniirliik, kararlilik ve kimyasal yap1
bakimindan genis ¢esitlilik gdstermesi nedeniyle tek bir tlketme yonteminin tim
metabolitler i¢in ayni performansi saglamasi beklenmemektedir. Uygun bir tiketme
yonteminin hiicre i¢i reaksiyonlar1 hizli bigimde durdurmasi, proteinleri
uzaklastirmasi, hedef metabolitleri korumasi ve kullanilacak analitik platformla
uyumlu olmas1 gerekmektedir (48). Bu nedenle yontem secimi, tek bir metabolitte elde
edilen en yiiksek sinyalden ¢ok, calismada izlenmesi hedeflenen metabolit gruplarini

birlikte temsil etme kapasitesi lizerinden degerlendirilmelidir.
5.1. Tuketme Optimizasyonu

Bu ¢alismada tii¢ tiketme yontemi ayni hiicre hattina uygulanmis ve hiicre
hatlarinin biyolojik metabolomik profilleri degil, tuketme yontemlerinin analitik
performans1 karsilastirilmistir. Ozellikle sonraki H2'O isaretleme calismalarinda
amino asit metabolizmasi, glikoliz ve TCA dongiisii metabolitlerinin izlenmesi
planlandigindan, optimizasyon c¢alismasinin temel degerlendirme Olgiitiinii bu

metabolit gruplarinin birlikte ve yeterli diizeyde Ol¢tilebilmesi olusturmustur.

Metanol tiketmesinin ¢ok sayida amino asitte daha yiliksek bagil bolluk
saglamasi, bu yontemin polar ve diisiik molekiil agirlikli hiicre i¢i metabolitlerin

tiketilmesinde etkili oldugunu gostermektedir. Glisin, serin, fenilalanin, izolosin,
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valin ve tirozin gibi amino asitlerde metanol ile elde edilen belirgin artis, sonraki
isaretleme deneylerinde amino asit metabolizmasinin daha genis kapsamli izlenmesine
olanak saglamaktadir. Bununla birlikte glutaminin perklorik asit yontemiyle, prolin ve
metiyoninin ise metanol-perklorik asit yontemiyle daha yiksek duzeyde 0Olcilmesi,
amino asitlerin tuketme davraniglarinin homojen olmadigint gostermektedir. Bu
farkliliklar; amino asitlerin polaritesi, asit-baz 6zellikleri, proteinlerle etkilesimleri,

ekstrakt igerisindeki kararliliklar1 ve tiirevlendirme verimleriyle iliskili olabilir.

Glikoliz ve iliskili karbonhidrat metabolitlerinde metanoliin 6zellikle glukoz-
6-fosfat ve 6-fosfoglukonik asit gibi fosforillenmis ara {iriinlerde daha yiiksek bagil
bolluk saglamasi onemlidir. Fosforillenmis metabolitler hiicre toplandiktan sonra
devam eden enzimatik reaksiyonlardan hizli bigimde etkilenebilir. Bu nedenle metanol
yontemiyle elde edilen yiliksek degerler, metabolik reaksiyonlarin daha hizli
siirlandirilmasi veya bu bilesiklerin 6rnek hazirlama sirasinda daha iyi korunmasiyla
iliskili olabilir. Bununla birlikte gliseraldehit ve gliserol gibi bazi metabolitlerde
metanol—perklorik asit yonteminin daha yiiksek deger saglamasi, ayni yolakta bulunan

metabolitlerin dahi tiketme yontemlerine farkli yanit verdigini géstermektedir.

TCA dongiisii metabolitleri bakimindan a-ketoglutarat, fumarat ve malatta
metanol tiketme yonteminin One g¢ikmasi, bu yOntemin merkezi karbon
metabolizmasinin degerlendirilmesi acisindan avantajli oldugunu gostermektedir.
Siiksinatta da metanol daha yiiksek ortalama deger saglamis, ancak perklorik asit
yontemiyle arasindaki fark biyolojik degiskenlik nedeniyle istatistiksel anlamliliga
ulagsmamustir. Sitrik asitte en yiiksek ortalama degerin perklorik asit yontemiyle elde
edilmesi ise tek bir TCA dongusi ara Grind Gzerinden yontem seciminin uygun
olmayacagimi ortaya koymaktadir. TCA dongiisiiniin degerlendirilmesinde bir
metabolitin maksimum geri kazanimindan ¢ok, o-ketoglutarat, fumarat, malat,

stiksinat ve sitrat gibi birden fazla ara trliniin birlikte 6lgtlebilmesi daha 6nemlidir.

Yag asitlerinde metanol—perklorik asit yonteminin daha yiiksek bagil bolluk
saglamasi, metanoliin biitiin metabolit siniflarinda en iyi yontem olmadigini agik¢a
gostermektedir. Bununla birlikte bu ¢alismanin temel amact kapsamli bir lipidomik
profil olusturmak degil, H2'®0 isaretleme ile izlenecek merkezi karbon metabolizmasi

ve amino asit metabolizmas1 metabolitlerini giivenilir bigimde 6lgmektir. Bu nedenle
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yag asitlerinde gozlenen istiinlilk, yontem sec¢iminde ikincil bir Olgilit olarak

degerlendirilmistir.

Fosfat iceren metabolitlerden pirofosfat ve O-fosfokolaminde metanol tiiketim
yontemiyle belirgin bi¢imde daha yiiksek bagil bolluk elde edilmesi, ¢aligmanin
sonraki asamalar1 agisindan ayrica dnem tasimaktadir. H2'80O isaretleme yaklasiminda
fosfat doniistimlerinin izlenmesi planlandigindan, bu bilesiklerin metanol yontemiyle

yuksek ve tekrarlanabilir sinyal vermesi yontem secimini destekleyen ek bir bulgudur.

Metanoliin genel olarak uygun sonuclar saglamasi, hiicre i¢i enzimatik
reaksiyonlart hizli bi¢imde smirlandirmasi ve protein ¢okelmesini desteklemesiyle
iligkili olabilir (49). Soguk metanol uygulanmasi, 6rnek toplandiktan sonra devam
edebilecek hizli metabolik doniisiimlerin azaltilmasina ve hiicre i¢i metabolit profilinin
korunmasina katki saglayabilir (50). Metanoliin ugucu olmasi, ekstraktin
kurutulmasini kolaylastirarak GC-MS 6ncesinde metoksimasyon ve trimetilsililasyon

icin uygun kuru kalintinin elde edilmesine katki saglamaktadir (51).

Bununla birlikte elde edilen bagil bolluk degerlerinin yalnizca tiiketme geri
kazanimini yansitmadig1 dikkate alinmalidir. Olgiilen sinyal; tiiketme veriminin yani
sira metabolitin ekstrakt icerisindeki kararlilifindan, tiirevlendirme etkinliginden,
matriks etkilerinden ve kiitle spektrometrik yanitindan da etkilenebilir (52). Bu
nedenle sonuglar mutlak geri kazanim degerleri olarak degil, ayni hiicre 6rnegi ve ayni
GC-MS kosullar1 altinda {i¢ yoOntemin karsilagtirmali performanst olarak

yorumlanmalidir.

Sonug olarak metanol-perklorik asit ve perklorik asit yontemlerinin belirli
metabolitlerde avantaj sagladigi goriilmekle birlikte, metanol tuketim yontemi amino
asitlerin biiyiik bir boliimiinde, fosforillenmis sekerlerde, TCA dongiisiiniin cok sayida
ara urliniinde ve fosfat iceren bazi metabolitlerde daha yiliksek ve daha dengeli bagil
bolluklar saglamistir. Bu nedenle metanol tiiketim yodnteminin segimi, tum
metabolitlerde en yiiksek sinyali vermesine degil, sonraki H2'®0 isaretleme
calismalarinda izlenmesi hedeflenen amino asit metabolizmasi, glikoliz ve TCA
dongiisiinii birlikte temsil etme kapasitesine dayandirilmigtir. Uygulama kolayligi,

hizli protein ¢oktiirme 6zelligi ve GC-MS tiirevlendirme basamaklariyla uyumu da
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dikkate alinarak metanol tlketimi, bu ¢calismanin hedef metabolit paneli i¢in en uygun

genel ornek hazirlama yontemi olarak belirlenmistir.
5.2. H2*®0 Tabanh Fluksomik Analizler

Metabolomik analizler, hiicrelerin belirli bir zaman noktasindaki metabolit
profillerini ortaya koyarak metabolik durum hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir.
Bununla birlikte metabolit bolluklari, bu metabolitlerin hangi hizlarda sentezlendigi
ve tiketildigi hakkinda dogrudan bilgi vermemektedir. Ayn1 metabolit diizeyi farkli
hiicrelerde farkli metabolik akislarin sonucu olabileceginden, metabolik fenotipin
dogru degerlendirilmesi i¢in metabolit havuzlarinin zamana bagli yenilenme
dinamiklerinin de incelenmesi gerekmektedir. izotop isaretleme yaklasimlar1 bu
amagla yaygin olarak kullanilmakta olup, H2*80O isaretleme yontemi su molekiiliiniin
cok sayida metabolik reaksiyona katilmasi sayesinde belirli bir metabolik Onciile
bagimli olmaksizin farkli metabolik yolaklarin dinamik olarak degerlendirilmesine
olanak saglamaktadir. Bu nedenle H2'®0 tabanli analizler, klasik metabolomik

yaklagimlari tamamlayan 6nemli bir fluksomik arag¢ olarak kabul edilmektedir.

Bu ¢alismada optimize edilen metanol temelli tiketim yontemi H2'80 izotop
isaretleme ile birlestirilmis ve A549, Hep3B ve LoVo hiicre hatlarinda segilmis
metabolitlerin  zamana bagli isaretlenme profilleri GC-MS  kullanilarak
degerlendirilmistir. Hesaplanan isaretlenme degerleri mutlak metabolik akislar1 degil,
metabolit havuzlarinin goreceli H2'®0 katilimini temsil etmektedir. Bu nedenle elde
edilen sonuglar, hiicre hatlar1 arasindaki metabolik organizasyondaki farkliliklar:

ortaya koyan goreceli metabolik gostergeler olarak degerlendirilmistir.

5.2.1. TCA Doéngiisii Metabolitlerinin H2'80 isaretlenme Profillerinin

Degerlendirilmesi

TCA dongiisii, enerji metabolizmasinin yani sira amino asit, lipid ve niikleotid
biyosentezi i¢in gerekli ara metabolitleri saglayan merkezi bir metabolik agdir. Kanser
hiicrelerinde ise TCA dongiisii yalnizca ATP iiretimini desteklememekte; glutaminoliz

ve diger anaplerotik reaksiyonlarla siirekli yeniden sekillenmektedir. Bu nedenle TCA
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metabolitlerinde gozlenen H2'®0 isaretlenmesi yalnizca déngii aktivitesini degil,

merkezi karbon metabolizmasinin genel dinamiklerini de yansitmaktadir (35).

Sitrik asitte ti¢ hiicre hattinda da isaretlenmenin inkiibasyon siiresince artmasi,
sitrat havuzunun aktif olarak yenilendigini gdstermektedir. Ortalama igaretlenmenin
A549 hiicrelerinde yaklasik %15'ten %37'ye, Hep3B hiicrelerinde %19'dan %38'e ve
LoVo hiicrelerinde %18'den %45'e yukselmesi, goreceli metabolik yenilenmenin
Ozellikle LoVo hiicrelerinde daha belirgin oldugunu diisiindiirmektedir. Sitrat,
yalnizca TCA dongiisiiniin ilk ara iirlinii olmayip lipogenez ve asetil-KoA
metabolizmasinin da 6nemli bir bileseni oldugundan, bu metabolitte gdzlenen yiiksek
isaretlenme enerji metabolizmasi ile biyosentetik siireclerin birlikte diizenlendigini
gostermektedir (53). Benzer sekilde kanser hiicrelerinde sitrat havuzunun dinamik
olarak yenilenmesinin proliferatif metabolizmanin 6nemli 6zelliklerinden biri oldugu

bildirilmektedir (36).

Malat ve fumarat, hiicre hatlar1 arasinda en belirgin farklilik gosteren
metabolitler olmustur. Hep3B ve LoVo hiicrelerinde malat isaretlenmesi yaklasik
%15-17 dlzeylerinden %4143 seviyelerine yiikselirken, A549 hiicrelerinde anlaml
bir isaretlenme belirlenmemistir. Benzer sekilde fumaratta AS549 hiicrelerinde
isaretlenme tliim zaman noktalarinda yaklasik %]1,6 diizeyinde kalirken, Hep3B
hiicrelerinde %44'ten %73'e ylikselmis, LoVo hiicrelerinde ise baslangicta yiiksek olan
isaretlenme deney siiresince biiyiik dl¢lide korunmustur. Bu bulgular, Hep3B ve LoVo
hiicrelerinde TCA ara metabolit havuzlarmin daha dinamik yenilendigini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte malat ve fumarat diizeyleri yalnizca TCA
dongiisiinden degil, glutaminoliz, malat-aspartat santt ve diger anaplerotik
reaksiyonlardan da etkilendiginden, gozlenen farkliliklarin merkezi karbon
metabolizmasinin  biitiinciill yeniden programlanmasinin bir sonucu oldugu

degerlendirilmektedir (37).

Stiksinat, calismada en yiiksek goreceli isaretlenmenin go6zlendigi
metabolitlerden biri olmustur. Hep3B hiicrelerinde yaklasik %109, LoVo hiicrelerinde
ise yaklasik %60 diizeyinde hesaplanan goreceli isaretlenme, siiksinat havuzunun bu

hlcrelerde oldukca dinamik oldugunu gostermektedir.
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Genel olarak degerlendirildiginde, sitrat, malat, fumarat ve siiksinatta Hep3B
ve LoVo hiicreleri A549 hiicrelerine gére daha yilksek H2'20 katilimi gstermistir. Bu
bulgu, s6z konusu hiicrelerde TCA ara metabolit havuzlarinin goéreceli yenilenme
dinamiklerinin daha belirgin olabilecegini disiindiirmektedir. Ancak bu metabolitler
glutamin metabolizmasi, amino asit katabolizmasi ve diger anaplerotik siireclerden de
etkilendigi i¢in, gozlenen isaretlenme yalnizca TCA dongiisiinilin aktivitesini degil,
merkezi karbon metabolizmasinin genel yeniden programlanmasini yansitmaktadir.
Bu sonuglar, farkli kanser hiicre hatlarimin enerji lretimi ve biyosentetik

gereksinimlerini farkli metabolik stratejilerle karsiladigini gostermektedir (38).

5.2.2. Amino Asit Metabolitlerinin H2®0 Tsaretlenme Profillerinin

Degerlendirilmesi

Amino asit metabolizmasi, kanser hiicrelerinde yalnizca protein sentezini
desteklemekle kalmayip enerji liretimi, niikleotid biyosentezi ve redoks homeostazinin
stirdiiriilmesinde de 6dnemli rol oynamaktadir. Bu nedenle amino asitlerde gozlenen
H>"#0 isaretlenme profilleri, hiicrelerin metabolik gereksinimlerine bagli olarak amino

asit havuzlarinin yenilenme dinamikleri hakkinda bilgi saglamaktadir (39).

Fenilalaninde A549 hiicrelerinde anlamli bir isaretlenme belirlenmezken,
Hep3B ve LoVo hiicrelerinde isaretlenmenin yaklasik %15 diizeylerinden %40'1n
izerine yiikselmesi, fenilalanin havuzunun bu hiicrelerde daha dinamik yenilendigini
diisiindiirmektedir. Fenilalanin memeli hicrelerinde sentezlenemeyen esansiyel bir
amino asit oldugundan, gozlenen isaretlenmenin de novo biyosentezi degil, protein
dongiisi.  ve amino asit havuzundaki doniisim  silireglerini  yansittigi
degerlendirilmektedir. Kanser hiicrelerinde artmis protein donglsinin amino asit
metabolizmasinin yeniden programlanmasina katki sagladigi bilinmektedir ve elde

edilen bulgular bu goriisii desteklemektedir (40).

Serinde Hep3B ve LoVo hiicrelerinde zamana bagl olarak artan isaretlenme,
bu hiicrelerde serin havuzunun daha dinamik oldugunu gdstermektedir. Serin, glikoliz
ile tek karbon metabolizmasi arasinda dnemli bir baglanti olusturdugundan, bu bulgu
proliferasyon sirasinda artan biyosentetik gereksinimlerle iligkili olabilir. Son yillarda

Ozellikle hizli ¢ogalan tiimor hiicrelerinde serin-glisin metabolizmasinin yeniden
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programlandigi ve niikleotid sentezini destekledigi gosterilmistir (41). Bununla
birlikte H2'®0 isaretlenmesi serin sentez hizim degil, serin havuzunun goreceli

yenilenmesini yansittigindan sonuglar bu kapsamda degerlendirilmelidir.

Piroglutamatta Hep3B ve LoVo hiicrelerinde zamanla artan isaretlenme,
glutatyon  metabolizmasinin  bu  hiicrelerde daha dinamik olabilecegini
diistindiirmektedir. Piroglutamat, y-glutamil dongusinin énemli ara Grlinlerinden biri
olup hiicresel redoks dengesinin korunmasiyla yakindan iliskilidir. Kanser
hiicrelerinde artmis oksidatif stres nedeniyle glutatyon metabolizmasiin yeniden
diizenlendigi bilinmektedir (54). Ancak piroglutamatin 6rnek hazirlama sirasinda
glutamin veya glutamattan olusabilmesi olasilig1 da goz 6niinde bulundurulmali ve

sonuglar bu analitik sinirlama dikkate alinarak yorumlanmalidir (42).

Diger amino asitlerden farkli olarak glisinde en yiiksek isaretlenme A549
hiicrelerinde belirlenmistir. Glisinin serin metabolizmasi, tek karbon metabolizmasi ve
glutatyon sentezi ile yakin iligkisi dikkate alindiginda, bu bulgu A549 hiicrelerinde bu

metabolik aglarin farkli sekilde diizenlendigini diisiindiirmektedir.

Genel olarak amino asit metabolitlerinde gozlenen H20 isaretlenme
orlintiileri, tic hiicre hattinin amino asit metabolizmasin1 farkli biyosentetik
gereksinimlere gore yeniden diizenledigini gostermektedir. Hep3B ve LoVo
hicrelerinde fenilalanin, serin ve piroglutamatta daha yiksek goreceli katilim
belirlenirken, A549 hiicrelerinde glisin metabolizmasinin farklilagtig1 gériilmiistiir. Bu
bulgular, amino asit metabolitlerinin goreceli yenilenme dinamiklerinin hiicre hatlar

arasinda farklilik gosterdigini desteklemektedir.

5.2.3. Fosfat ve Glikolizle Tliskili Metabolitlerin H,®0 Isaretlenme

Profillerinin Degerlendirilmesi

Fosfat metabolitleri, glikoliz, ATP metabolizmasi, niikleotid biyosentezi ve
fosfolipid sentezi gibi temel hiicresel siireclerin merkezinde yer almaktadir. H2'%0
isaretleme yaklasimi, fosforilasyon ve hidroliz reaksiyonlari sirasinda gerceklesen
oksijen degisimini izleyerek bu metabolit havuzlarinin gdreceli yenilenme

dinamiklerinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (43).
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A549 hcrelerinde G3P, inorganik fosfat ve O-fosfokolaminde diger hiicre
hatlarma gore daha yiiksek H2!80 katilimi belirlenmistir. Ozellikle inorganik fosfatta
isaretlenmenin yaklasik %9'dan %18'e yiikselmesi, fosfat doniisiim reaksiyonlarinin
deney siiresince devam ettigini géstermektedir. Hep3B ve LoVo hiicrelerinde ise 30.
dakikada sirastyla yaklasik %11 ve %13 diizeyinde igaretlenme belirlenmistir. G3P'de
zamanla belirgin bir artis izlenmemesi ise metabolit havuzunun inkiibasyonun erken
doneminde hizla isaretlenerek goreceli dengeye ulagsmis olabilecegini
diislindirmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar sadece glikolitik akisin arttigini
gostermemekte, glikoliz ile iliskili fosfat metabolitlerinin goreceli yenilenme

dinamiklerini yansitmaktadir.

Pirofosfatta Hep3B ve LoVo hiicrelerinde gozlenen artan isaretlenme,
pirofosfat havuzunun bu hiicrelerde daha dinamik bir yenilenme gosterdigini
disiindiirmektedir.  Benzer  sekilde  A549  hiicrelerinde  O-fosfokolamin
isaretlenmesinin daha yiiksek olmasi, fosfolipid metabolizmasinin farkli sekilde
diizenlendigine isaret etmektedir. O-fosfokolamin, Kennedy yolunun temel ara
iriinlerinden biri olup birgok kanser tiirlinde artmig membran biyosentezi ile
iliskilendirilmektedir (55). Bununla birlikte H2'®0 katilim1 fosfolipid sentez hizim
dogrudan gostermediginden, elde edilen bulgular fosfolipid metabolizmasinin goreceli

dinamizmi olarak degerlendirilmelidir (44).

Genel olarak degerlendirildiginde, A549 hiicrelerinde glikoliz ve fosfat
metabolizmasi ile iliskili metabolitlerde daha yiiksek H2'®0 katilimi1 gézlenirken,
Hep3B ve LoVo hiicrelerinde TCA dongiisii ve amino asit metabolizmasinda daha
belirgin isaretlenme elde edilmistir. Bu sonuglar, ii¢ hiicre hatti arasinda enerji
metabolizmasiyla iligkili metabolitlerin goreceli yenilenme dinamiklerinin farklilik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte H2'0 isaretleme metabolik
yolaklarin mutlak akis hizlarini degil, metabolit havuzlarimin goreceli yenilenme
dinamiklerini yansittigindan, sonuglar metabolik organizasyondaki farkliliklarin

goreceli gostergeleri olarak degerlendirilmelidir.
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5.3. Metabolomik Analizler

PCA analizinde ilk iki temel bilesen toplam varyansin %80,3 iinii agiklamistir.
A549, Hep3B ve LoVo orneklerinin farkli bolgelerde kiimelenmesi, hiicre hatlarinin
hedeflenmemis metabolit profilleri bakimindan birbirinden ayrildigini gostermektedir.
A549 ve LoVo tekrarlarinin daha kompakt kiimelenmesi bu gruplarda daha diistik grup
ici degiskenlige isaret ederken, Hep3B oOrneklerinde daha genis bir dagilim

g0zlenmistir.

Denetimli bir yontem olan PLS-DA analizinde de {i¢ hiicre hatt1 birbirinden
ayrilmistir. Bu ayrim, hiicre hatlarinin metabolit profillerinin sistematik olarak
farklilagtigin1 desteklemektedir. PCA’da goézlenen dogal kiimelenmenin PLS-DA
analizinde de korunmasi, farkliligin yalnizca modele bagli yapay bir ayrim olmadigin

diistindiirmektedir.

Is1 haritas1 grafiginde ayni hiicre hattina ait biyolojik tekrarlarin genel olarak
birlikte kiimelendigi goriilmiistiir. Metabolitlerin goreceli bolluk Oriintiileri hiicre
hatlarina gore farklilasmistir. LoVo hiicrelerinde belirli bir metabolit kiimesinin daha
yiiksek oldugu, A549 hiicrelerinde ise farkli bir metabolit grubunun 6ne c¢iktig1
goriilmiistiir. Hep3B ornekleri birgok metabolit bakimindan daha diisiik goreceli
bolluk gosterirken, baz1 metabolitlerde secici artiglar sergilemistir. Bu bulgular, farkl
doku kokenlerine sahip hiicrelerin metabolik profillerinin birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.4).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, A549 hiicrelerinde farkli tiikketme yoOntemlerinin
metabolomik profiller iizerindeki etkileri degerlendirilmis; ardindan segilen 6rnek
hazirlama yéntemi kullanilarak A549, Hep3B ve LoVo kanser hiicre hatlarinda H2'20
temelli isaretlenme dinamikleri karsilastirilmistir. Calismanin ilk asamasinda
metabolit tlketimi igin farkli yontemler karsilastirilmis ve GC-MS analizleri igin
optimize edilen metanol temelli tiketme yontemi belirlenmistir. Gelistirilen 6rnek
hazirlama yaklasimi daha sonra H2'O tabanli izotop isaretleme caligmalarina
uygulanarak ayni analitik platform {izerinde metabolit profilleri ile metabolit
havuzlarinin  goreceli yenilenme dinamiklerinin birlikte degerlendirilmesi

saglanmustir.

Metabolomik analizler, AS549 hiicrelerinde kullanilan farkli tiiketme
yontemlerinin dl¢lilen metabolitlerin gdreceli bolluklar1 ve genel metabolomik
profilleri iizerinde belirgin etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Ozellikle merkezi
karbon metabolizmasi, amino asit metabolizmasi ve fosfat metabolizmasi ile iliskili
metabolitlerde gozlenen goreceli bolluk farkliliklari, kullanilan tiiketme yonteminin
Ol¢iilen metabolit profilleri {izerinde belirgin bir etkisi bulundugunu gostermistir.
H2'80 temelli fluksomik analizler ise se¢ilmis metabolitlerin zamana bagli géreceli
isaretlenme profillerinin metabolite ve hiicre hattina bagl olarak degistigini ortaya
koymustur. TCA dongiisii metabolitlerinde Hep3B ve LoVo hiicrelerinde daha yiiksek
goreceli H2O0 katilmu belirlenirken, A549 hiicrelerinde glikoliz ve fosfat
metabolizmasi ile iligkili metabolitlerde daha belirgin isaretlenme profilleri elde
edilmistir. Amino asit metabolitlerinde gozlenen hiicre hattina 6zgii isaretlenme
orilintiileri, amino asit havuzlarin goéreceli yenilenme dinamiklerinin A549, Hep3B
ve LoVo hiicreleri arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, ortak
metabolik yolaklarla iliskili metabolitlerin H2!20 isaretlenme ve goreceli yenilenme

dinamiklerinin farkl kanser hiicre hatlar1 arasinda degisebildigini ortaya koymaktadir.

Bu calismanin en énemli katkilardan biri, H280 temelli izotop isaretleme
yaklagiminin kanser hiicrelerinde metabolit havuzlarinin goreceli yenilenme
dinamiklerinin  degerlendirilmesinde  uygulanabilir bir ydntem oldugunu

gostermesidir. Metabolomik 6rnek hazirlama optimizasyonunun H2'%0 isaretleme
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yaklagimiyla birlikte kullanilmasi, aynt GC-MS platformunda hem metabolit
profillerinin hem de secilmis metabolitlerin goreceli yenilenme dinamiklerinin
degerlendirilmesine olanak saglamistir. Bu yaklasim, metabolit profillerine iliskin
statik bilgilerin  H2!80 isaretlenmesinden elde edilen goreceli yenilenme

dinamikleriyle birlikte yorumlanabilmesine katki saglamistir.

Bununla birlikte ¢alismanin bazi sinirliliklar1 bulunmaktadir. H2'80 isaretleme
yaklagimi metabolit havuzlarinin goreceli yenilenme dinamiklerini ortaya koymasina
ragmen mutlak metabolik akislarin belirlenmesine olanak saglamamaktadir. Ayrica
degerlendirmelerin yalnizca 5., 15. ve 30. dakika zaman noktalari ile sinirli olmast,
metabolik doniisiimlerin daha uzun zaman araliklarindaki kinetiginin incelenmesini
sinirlandirmistir. Ayrica metabolit pik alanlarinin toplam protein miktarina gore
normalize edilmemis olmasi, tiilketme yoOntemleri arasindaki karsilastirmalarin
goreceli metabolit bolluklar1 iizerinden degerlendirilmesini gerektirmektedir. Bazi
metabolitlerde gozlenen yiiksek biyolojik degiskenlik ve goreceli isaretlenme
degerleri de sonuglarin dikkatli yorumlanmasini gerektirmektedir. Bu nedenle elde
edilen bulgular, metabolik yolaklarin mutlak aktivitesinden ziyade metabolit
havuzlarinin  goreceli yenilenme dinamiklerini yansitan gostergeler olarak

degerlendirilmelidir.

Gelecekte gerceklestirilecek calismalarda daha sik 6rnekleme zamanlarinin
kullanilmas1, daha genis metabolit panellerinin incelenmesi ve H2'20 yaklagiminim 3C
ve N gibi diger kararli izotop isaretleme stratejileri ile birlikte uygulanmas,
metabolik aglarin daha ayrintili karakterize edilmesine katki saglayacaktir. Daha
ayrintili zaman serilerinin kinetik modelleme yaklagimlariyla degerlendirilmesi,
metabolit havuzlarinin yenilenme dinamiklerinin nicel olarak karakterize edilmesine
katki saglayabilir. Bunun yani sira metabolomik ve fluksomik verilerin transkriptomik,
proteomik ve enzim aktivitesi analizleri ile biitiinlestirilmesi, kanser hiicrelerinde
metabolik yeniden programlanmanin molekiiler mekanizmalarinin daha kapsaml

olarak aciklanmasina olanak saglayacaktir.

Sonug olarak bu ¢alisma, optimize edilen metanol temelli tiikketme yonteminin
GC-MS tabanli metabolomik analizler i¢in uygun oldugunu ve ayni 6érnek hazirlama

yaklasimmnin - H2'O isaretleme c¢alismalarinda uygulanabildigini gdstermistir.
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Metabolomik &rnek hazirlama sonuglari ile H2'80 isaretleme bulgularinin tamamlayici
bicimde degerlendirilmesi, ¢alismada metabolit profilleri ile goreceli yenilenme
dinamiklerinin farkli yonlerden incelenmesine olanak saglamistir. Elde edilen
bulgular, H2'®0 tabanli fluksomik yaklasimin metabolomik ¢alismalar1 tamamlayan
uygulanabilir bir yontem oldugunu gostermekte ve gelecekte gerceklestirilecek
metabolik akis analizleri ile c¢oklu omik ¢aligsmalar i¢in metodolojik bir temel
olusturmaktadir. Bu yaklagimin, kanser hiicrelerindeki metabolik dinamiklerin daha
ayrintili incelenmesine ve gelecekte yliriitiilecek metabolizma temelli arastirmalara

katk1 saglayabilecegi degerlendirilmektedir.
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