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OZET

Ozen G., Metabolomik ve Fluksomik Cahsmalar ile Kolon Kanserinde
Kemoterapotiklere Karsi Direncin In Vitro Degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Program, Doktora Tezi,
Ankara, 2019. Guniimiizdeki yenilik¢i teknolojiler sayesinde omiks (genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik ve fluksomik) gibi karmasik analizler
yapilabilmektedir. Omik analizlerden elde edilen detayli bilgi; hastaliklarin
mekanizmasini anlamak, erken teshisini kolaylastirmak, bireysel tedavi stratejilerini
secmek ve bunlarin etkinligini degerlendirmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Metabolomik fenotipinin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayidaki metabolitin es zamanli ve
kapsamli analizlerinin yani sira dongli hizlarmin da belirlenmesini gerektirir. Tez
calismalar1 kapsaminda kolorektal kanseri in-vitro modeli olan insan kolon
adenokarsinom hiicre hatlarina (Caco-2) ve kontrol olan insan fotal kolon hiicre
hatlarinin (FHC) kematoratpotiklere karsit gozlenen direng gelisimine bagli olarak
fenotipde gozlenen degisimler metabolomik, lipidomik ve fluksomik analizler ile
incelenmistir. Fluksomik analizlerde kararli 0 izotopu isaretleme ajani olarak
kullanilmistir. Metabolomik, lipidomik ve fluksomik analizlerin gergeklestirilmesinde
GC-MS ve LC-qTOF-MS analitik cihazlar1 kullanilmistir. Bu analizler sonucunda
300’iin iizerinde metabolit/lipit ve 38 metabolitin 2O isaretlenme yiizdeleri
hesaplanmistir. Tez kapsaminda ilk kez 80 kararli izotopu ile Krebs dongiisii
metabolitleri, aminoasitler, yag asitleri ve oligofosfoniikleotitlerin isaretlenme
yiizdeleri belirlenmistir. Istatiksel olarak anlamli bulunan metabolitler ile
gerceklestirilen yolak analizlerinde malat-aspartat mekigi, aminoasit, amonyak
metabolizmalari ile glikoz-alanin ve {ire dongiilerine ait yolaklarin dirence bagli olarak
degistigi gozlemlenmistir. Elde edilen kapsamli omiks (metabolomiks, lipidomiks ve
fluksomiks) verileri, kemoterapétiklere karsi izlenen direncin hiicre dinamiklerindeki
farkliliklarint géstermistir.

Anahtar kelimeler: Fluksomik, Metabolomik, Lipidomik, LC-qTOF-MS, GC-MS,

Caco-2, kolon adenokarsinom

Destekleyen Kurum: TUBITAK 1001 Projesi (1162292)
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ABSTRACT

Ozen G., In Vitro Analysis of Resistance to Chemotherapeutics in Colon Cancer
by Metabolomic and Fluxomic Studies, Hacettepe University Graduate of Health
Sciences, Analytical Chemistry Program, Ph.D. Thesis, Ankara, 2019. Today's
innovative technologies permits to perform complex analyses like omics (genomics,
transcriptomics, proteomics, metabolomics and fluxomics). Detailed information
obtained from omics analysis has great potential to understand the mechanism of
diseases, to facilitate early diagnosis, to choose individual treatment strategies and to
assess their effectiveness. Characterization of metabolic phenotype requires
simultaneous and comprehensive analysis of a large number of metabolites and their
turnover rates. Within the scope of thesis studies, changes in phenotype of human
colon adenocarcinoma cell lines (Caco-2) which are in vitro models of colorectal
cancer and human fetal colon cell lines (FHC) based on resistance devolepment to
chematoratpotics were investigated by metabolomic, lipidomic and fluxomic analyzes.
180 isotope were used as a marking agent in fluxomic analyses. GC-MS and LC-qTOF-
MS analytical instruments were used in the analysis of metabolomics, lipidomic and
fluxomic. As a result of these analyzes, the more than 300 metabolites / lipids and 20
labeling percentages of 38 metabolites were calculated. In thesis studies, incorporation
80 in to Krebs cycle’s metabolites, amino acids, fatty acids and
oligophosphonucleotides were determined fort he first time. The pathways analyses
based on the significantly altered metabolits (p<0.05) showed that alteration in the
malate-aspartate shuttle, amino acid, ammonia metabolism, glucose-alanine and urea
cycles pathways changed depending on the resistance. The data obtained from
comprehensive omics (metabolomics, lipidomics and fluxomics) studies of these cell

lines showed differences in cell dynamics of resistance to chemotherapeutics.

Keywords: Fluxomics, Metabolomics, Lipidomics, ,LC-qTOF-MS, GC-MS, Caco-2,

colon adenocarcinoma

Supported by: TUBITAK 1001 Support Project (1162292)
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2.2. Metabolomik analiz basamaklari: Numune hazirlama (s1v1, doku,

hiicre ekstraktlar1), metabolomik analiz (GC-MS, LC-MS, H-NMR

gibi) ve veri analizi (tek degiskenli ve ¢ok degiskenli). 9
2.3. 180 isaretleme mekanizmasinin ve isaretlenen metabolitlerin hangi

yolak analizlerinde kullanildiginin sematik gosterimi. 21
2.4. Doku, organ ve hiicre hatlarinin isaretlenmesi. 22
2.5. 180 jsaretlemenin izlenmesinde kullanilan analitik teknikler A) NMR

ve B) kiitle dedektorti. 23
2.6. Termal kararliligi olmayan ATP ve CrP’in GC-MS ile analizleri. 24
2.7. Krebs déngiisiindeki metabolitlerin 80 ile isaretlenme baslangic

noktalari. 25
2.8. Krebs dongiisiindeki metabolitlerin birincil dongli sonundaki

isaretlenen metabolitleri ve isaretlenme yerleri. 26
2.9. Krebs dongiisiindeki metabolitlerin ikincil dongili sonundaki

isaretlenen metabolitleri ve isaretlenme yerleri. 26
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4.3. Caco-2 hiicre hattina ait numune GC-MS kromatogrami. 42
4.4, Metabolomiks analizleri i¢in elde edilen LC-qTOF-MS

kromatogramlar1 A) Negative iyonizasyon modu, B) Pozitif

iyonizasyon modu. 42
4.5. Lipidomiks analizleri i¢in elde edilen LC-qTOF-MS

kromatogramlar1 A) Negative iyonizasyon modu, B) Pozitif

iyonizasyon modu. 43
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TPN teknigi tizerine 6l¢eklendirme etkisi.

Caco-2 ve FHC hiicre hatlarina ait GC-MS metabolomik profillerine
ait PLS-DA skor grafigi.

Caco-2 ve FHC hiicrelerine ait biitiinlesik omiks (metabolomiks ve
lipidomiks) verilerine ait PCA skor grafigi.

Caco-2 ve FHC hiicrelerinin biitiinlesik omiks (metabolomiks ve
lipidomiks) verilerine ait cok degiskenli veri analiz. A) PLS-DA skor
grafigi (R% 0.96 ve Q2%0.73), B) Veri analizinde farklilasmaya neden
olan metabolitlere ait VIP grafigi.

Caco-2 hiicrelerinin dirence bagl olarak degisen biitiinlesik omiks
(metabolomiks ve lipidomiks) verisine ait ¢ok degiskenli veri analiz.
A) PLS-DA skor grafigi (R% 0.95 ve Q20.76), B) Veri analizinde
farklilagsmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi.

FHC hiicrelerinin dirence bagli olarak degisen biitiinlesik omiks
(metabolomiks ve lipidomiks) verisine ait ¢ok degiskenli veri analiz.
A) PLS-DA skor grafigi (R 0.99 ve Q20.87), B) Veri analizinde
farklilagsmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi.

5-FU direncine bagli olarak Caco-2’de etkilesen yolaklar.

CIS direncine bagli olarak Caco-2’de etkilesen yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagli olarak Caco-2’de etkilesen yolaklar.
5-FU direncine bagli olarak FHC’de etkilesen yolaklar.

CIS direncine bagl olarak FHC de etkilesen yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagli olarak FHC’de etkilesen yolaklar.

Krebs Déngiisii metabolitlerinin kontrol ve *80 isaretlenmis hiicre
hatlarindan analizlerine ait 6rnek GC-MS kromatogramlar.

Hiicre hatlarinda *0 ile isaretlenmis ATP, ADP ve AMP
metabolitlerine ait LC-qTOF-MS spektrumlar.

Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinda yapilan analizler sonucunda farkli
metabolitler i¢in elde edilen 20 isaretlenme yiizdeleri (1, 2 ve 5 dak)

Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan Krebs dongiisii metabolitlerin
180 isaretlenme yiizdeleri.
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Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan fosfat iceren metabolitlerin 20
isaretlenme yiizdeleri. 88

Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan fosfat igermeyen
metabolitlerin 20 ile isaretlenme yiizdeleri. 89

Hiicre hatlarinda 20 ile isaretlenmis fosfoniikleotitlerin isaretlenme
yiizdeleri. 90
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Metabolik profilleme i¢in kullanilan NMR, GC-MS ve LC-MS
yontemlerinin karsilastirilmast.

GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.

LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizler gradient eliisyon
prgrami.

LC-qTOF-MS cihaz parametreleri.

Lipidomiks analizler gradient eliisyon prgrami.

180 izotop analizleri i¢in GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz
parametreleri.

Monofosfat iceren metabolitlerin TMS tiirevlerinin 80 isaretleme
yiizdesinin hesaplamasinda kullanilan m/z degerleri.

Krebs dongiisii’nde yer alan metabolitlerin 180 isaretlenme yiizdesi
icin kullanilan m/z degerleri.

Diger fosfat igermeyen metabolitlerin 80 isaretlenme yiizdesi i¢in
kullanilan m/z degerleri.

Fosfoniikleotitlerin 180 izotop analizleri gradient eliisyon prgrami.
Normalizasyon etkisinin temel bilesen 1’e etkisi.

Normalizasyon etkisinin temel bilesen 2’ye etkisi.

Normalizasyon etkisinin ilk iki temel bilesen {lizerine etkisi.
GC-MS analizi sonucunda tanimlanan metabolitler ve bagil
derisimleri®.

LC-qTOF-MS ile gerceklestirilen metabolomiks analizler sonucunda

ile elde edilen metabolitler ve bagil derigimleri.

LC-qTOF-MS ile gerceklestirilen lipidomiks analizler sonucunda ile

elde edilen metabolitler ve bagil derisimleri.*

Caco-2 ve FHC hiicre hatlarindan elde edilen gruplarin istatistiksel
olarak karsilastirilmalarina ait p degerleri.

5-FU direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel

olarak dnemli degisen metabolitlerin yer aldiklar yolaklar.
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5-FU direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak dnemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak
analizlerinden elde edilen yolaklar.

CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak dnemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak
analizlerinden elde edilen yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda
istatistiksel olarak dnemli degisen metabolitlerin yer aldiklar
yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda
istatistiksel olarak dnemli degisen metabolitlerin zenginlestirici
yolak analizlerinden elde edilen yolaklar.

5-FU direncine bagl olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

5-FU direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden
elde edilen yolaklar.

CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden
elde edilen yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagl olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

5-FU ve CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak dnemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak
analizlerinden elde edilen yolaklar.

Caco-2 ve FHC hiicrelerinin dirence bagl olarak degisen dongii

hizlari.

Xviii

73

75

75

77

77

79

79

81

81

83

83

90



1. GIRIS ve AMAC

Kanser hiicresi normal bir dokudan farkli olarak zorlu bir ortama cevap vermek
icin hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu arttirarak metabolizmasin1 degistirir.
Kanser metabolizmasi, ¢ogu normal doku hiicresiyle karsilastirildiginda kanser
hiicrelerinde belirgin olan hiicresel metabolizma yolaklarindaki degisiklikleri ifade
eder. Kanser hiicrelerinde metabolik degisiklikler ¢oktur ve aerobik glikoliz,
indirgenmis oksidatif fosforilasyon ve hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasi i¢in ihtiyag
duyulan biyosentetik ara maddelerin olusumunu arttirir. Buna ek olarak kanser
hiicrelerinin, hiicre proliferasyonu ve yiiksek enerji ihtiyacin1 karsilayabilmek icin
yiiksek aerobik glikolitik yolak oranini ve yiiksek miktarda laktat ve piriivat {iretimini
korumaya devam etmesi gerekmektedir (1-3). Saglikli hiicreler normal oksijen
seviyelerinde glikozu tamamen tiiketirken, kanser hiicreleri diisiik oksijen
seviyelerinde bile gliikozu kismen parcalayabilirler. Bu nedenden dolayr normal
hiicreler oksijensiz ortamda fazla yagsayamazken kanser hiicreleri oksijensiz ortamda
biiyliylip, gelisebilirler ve c¢ogalabilirler. Hatta kanser hiicreleri diisiik oksijen
seviyelerinde bile daha fazla miktarda gliikoz tiiketme kabiliyetine sahiptir ve bu etki
kaynaklarda Warburg Etkisi olarak bilinmektedir. pO2’nin normal oldugu kosullarda
oksidatif fosforilasyon gergeklesir ve piriivat krebs dongiisiine girer. Bu metabolik
profil birgok kanser hiicresinde yaygin olarak goriilmekte ve normal hiicrelere gore
daha ytiksek oranda proliferasyon avantaji saglamaktadir. Kanser hiicresinin, oksijen
bol miktarda olsa bile oksidatif fosforilasyondan kaginmasi ve aerobik glikolizi
benimsemesi, sitozolde Onemli Olgiide karbon iskeleti olusumunu saglar ve
biyosentetik yolaklart verimli bir sekilde aktive edilebilmesine olanak verir (4).
Yapilan ¢esitli ¢calismalar 6rnegin 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz 2,6-bifosfataz gibi
birgok glikolitik enzimin igeriginde bir artis oldugunu gostermistir. Glikolizin bu
enzimler tarafindan diizenlenmesi kanser hiicrelerinde biyoenerjetik ve biyosentez

taleplerini yerine getirmek igin gerekli glikolitik akis degisikliklerini saglar.

Kolerektal kanser tiirleri son yillarda tedavisinde Onemli ilerleme
kaydedilmesine ragmen, kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak
kalmaktadir. 5-FU, kolerektal kanser tedavilerinde ve klinik calismalarda yaygin

olarak kullanilan bir kemoterapétik ilagdir ve olmaya devam etmektedir. 5-FU’nun



antineoplastik etkinligi, hiicre biiyiimesinin durmasi ve apoptoz ile sonuglanan DNA
hasarmni arttirma kabiliyetine baglanmaktadir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinin
kemoterapdétik ilag direncine bagli olarak klinik etkinlikleri zamanla azalir. Ilag direnci
5-FU, CIS ve ilgili kemoterapoétik ilaglarin klinik uygulamasinda kritik bir sinirlama
olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinin kemoterapotik ilag
direncinin iistesinden gelmek i¢in daha fazla aragtirma yapilmasi, kanser tedavisinin

giiclinii arttirmada etkili olacaktir.

Glikoliz yolagmin disinda birgok farkli yolaktaki (Krebs Dongiisii, enerji
iletimi gibi) degisiklerin takip edilebilmesi kanser mekanizmalarinin aydinlatilmasina
katkida bulunulacaktir. Ayrica kolorektal kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan
kemoterapotik ajanlar olan 5-FU ve CIS’e tedavi sirasinda siklikla direng
gelismektedir. Bu iki farkli mekanizma ile etki gosteren kemoterapotik ajanlara
gelistirilecek olan direncin in-vitro olarak metabolomik ve fluksomik analizlerle

incelenmesi ile gelisen direng profillerinin farkli olup olmadig1 aydinlatilabilecektir.

Tezimizde kontrol hiicre hatt1 olarak FHC hiicre hatt1 ile kemoterapdtiklere
direng gelistirilmis ve gelistirilmemis Caco-2 hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre
hatlarinin metabolomik profilleri ve 180 isaretlemeye dayali fluksomiks analizleri GC-
MS ve LC-qTOF-MS yontemleri ile belirlenmistir. Boylece direng gelistirilmis ve
gelistirilmemis hiicre hatlarinda fluksomik ve metabolomik c¢alismalarinin
tamamlanmasi ile metabolitler a¢isindan belirli degisikliklerin olup olmadigi ve dongii

hizlar agisindan farklilik olup olmadigina yonelik sorulara yanit aranmugtir.



2. GENEL BILGILER

Glinlimiizde diger kanser gruplar1 gibi gittik¢e artan bir insidansa sahip olan
kolorektal kanser (tim kanserlerin yaklagsik %15'ini olusturmaktadir) en sik
karsilasilan kanser tiirlerinden biridir. Gastrointestinal sistem kanserleri arasinda en
sik rastlanan kanser tiliridiir ve 6liime yol acan kanserler arasinda ise ikinci sirada
bulunmaktadir. Avrupa' da yapilan bir aragtirmaya gore her yil yaklasik 200 000 kisi
kolorektal kanser hastaligina yakalanmaktadir ve her yil yiizbine yakin insan hayatini
kaybetmektedir. Hastalarin yaklasik %20’sinde tani asamasinda metastaz vardir.
Arastirmalar kolorektal kanserin selim poliplerden gelistigini gostermektedir. Polip
olusumun erken tanis1 ve yok edilmesi bu hastaligin tedavisi i¢in en Onemli
basamaktir. Diger yandan erken tan1 konmamis ya da metastaz durumdaki hastalara
uygulanan kemoterapdtiklere karsi direnc gelisen hastalarin tedaviye karsi yanitsiz
kaldig1 bilinmektedir. Kolorektal kanser alanindaki arastirmalarda, in vitro hiicre
kiiltiiri modellerinde Caco-2 insan kolon adenokarsinom hiicrelerinin diferansiye
olarak kemoterapdtiklere karsi direng gosterildigi bildirilmistir. Bu hiicrelerin
baskalastiktan sonra metabolik profillerinin degistigi kayanaklarda rapor edilmistir
(5). Fakat hiicrenin dinamikleri hakkinda herhangi bir bilgi sunulmamistir. Ayrica
metabolomik profili belirlemede hassasiyeti ¢ok diisiik olan NMR spektrumu

kullanilmistir.

Dogada, bakterilerden insan kanser hiicrelerine kadar tiim canli organizmalarda
i¢sel ve edinilmis ila¢ direnci meydana gelir. Direng, hiicreleri dogal toksik iirlinlerden
ve diger cevresel stres kaynaklarindan korumak i¢in evrimsel olarak gelistirilen dogal

bir hiicresel savunma mekanizmasidir (6).

Insan tiimér hiicrelerinde ilag direncinin  gelismesi, kemoterapinin
basarisizliginin  birincil nedenidir. Ilag hedef genlerinin amplifikasyonu veya
mutasyonu, ila¢ defektinin taginmasi veya p170'in (¢oklu ilag direnci proteini) asiri
ekspresyonu gibi ¢ok sayida diren¢ mekanizmasi tanimlanmis ve esas olarak tiimor

hiicre hatlar1 kullanilarak ¢alisilmistir (7).

Ilag direnci neredeyse tiim kolon kanseri hastalarinda gelisir ve anti-kanser

ajanlarin terapotik etkinliklerinde azalmaya yol acar. Gegtigimiz yillarda ilag direncine



neden olan bir dizi temel mekanizma tanimlanarak iki ana baslik altinda
siniflandirilmigtir: hiicresel olmayan ve hiicresel diren¢ mekanizmalari. Hiicresel
olmayan mekanizmalar, sinirli vaskiiler erisilebilirlik ve tiimor mikrogevresi gibi
hiicredis1 faktorleri igerir. Ote yandan hiicresel mekanizmalar, kanser hiicrelerinin
icindeki ila¢ hedefleri, enzimler ve tagima sistemleri ile iliskilidir ve 2 alt kategoriye
ayrilir: klasik/transport bazli ve klasik olmayan/non-transport bazli mekanizmalar.
Deneysel modeller in vitro olarak sitotoksik bilesiklerle kolayca olusturulabildiginden,

kanserde ila¢ direncinin hiicresel mekanizmalar1 siklikla ¢alisilmaktadir (8).

Kolorektal kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotik ajanlar olan 5-
FU ve CIS tedavi sirasinda siklikla direng gelismektedir. CIS platin igeren
kemoterapotikler ailesinin ilk tiyesidir ve etkilerini DNA’ya baglanarak gerceklestirir.
CIS’in sitotoksik etkisini biitlin DNA-bazlarina, 6zellikle guanin ve adeninin N-7-
pozisyonuna baglanarak gosterir. Bu sekilde DNA sarmallarinin ¢apraz baglanmasini
ve takibinde de hiicrenin programli 6liimiini tetikler. Pirimidin analogu olan 5-FU ise
bir intihar inhibitorii olup timidilat sentezini geri doniisiimsiiz inhibe ederek etki

gostermektedir.

Kolon kanseri tedavisinde en yaygin kullanilan ilag olan 5-FU normal ve timor
bagirsak hiicrelerinde Oliimii azaltabilir. Bu nedenle, bu islemle ilgili genlerdeki
degisiklikler kemoterapi iizerinde derin etkilere sahip olabilir ve tiimor hiicreleri
tarafindan 5-FU direncinin gelismesine katkida bulunabilir. Apoptotik yolun genleri
arasinda, p53 tiimor baskilayict gen, siklin bagimli kinaz inhibitérii p21/WAF1'in
uyarilmasi araciligiyla G1 biiyiimesinin durdurulmasinda rol ve ayrica DNA hasarina
karsilik pro-apoptotik bax geninin transaktivasyonu yoluyla apoptozda rol oynar.
Insan kanserlerinin ¢ogunda inaktive olan p53 geni, kolon kanserinin 5-FU'ya
yanitinin kesin bir indikatorii olarak Onerilmistir. Bir¢ok calisma, p53 durumunu
prognoz ve tliimorlerin tedaviye yaniti ile iliskilendirmistir. Bununla birlikte, p53

durumunun kolon tiimérlerinin 5-FU duyarliligina etkisi hala tartismalidir (7).

DNA yanlis eslesme onarimi proteinlerindeki degisiklikler, bircok kanser
hiicre hattinin CIS’e kars1 artan direnci ile iliskilendirilmistir. CIS, biyolojik aktivitesi,
platin bilesigi ile DNA'daki bazi bazlar arasinda kovalent eklentilerin olusumunun bir

sonucu olan gii¢lii bir antikanser ilagtir. CIS birgok testis ve bazi over karsinomlarinin



tedavisine katkida bulunur. Bununla birlikte, C1S’in kolorektal kanserde etkinligi
diistiktiir. Kanser hiicrelerinin CIS ve tiirevlerine kars1 edinilmis veya dogal
direnclerini agiklamak icin bircok mekanizma Onerilmistir. Bunlar arasinda, ilacin
birikiminin azalmasi, glutatyon veya metalotiyoninler tarafindan artan hiicresel
detoksifikasyon, CIS DNA eklentilerinin ¢ikarilmasinin artist ve DNA onariminda
artig, platin DNA hasarina tolerans ve ilaca maruz kaldiktan sonra apoptoz

aktivasyonunda rol alan sinyal yolaklarinda meydana gelen degisiklikler sayilabilir

9).

Insan kanser hiicrelerinde in vivo ve in vitro CIS direncinin gelismesi sirasinda,
muhtemelen hiicreleri ¢evresel toksinlere karsi koruyan birgok farkli yolun
aktivasyonunu yansitan ¢ok sayida epigenetik ve/veya genetik degisiklik meydana
gelebilir. CIS bir¢ok farkli hiicre girisi yoluna ve ¢oklu hiicresel hedeflere sahip
oldugundan (yaygin olarak kabul edilen hiicre 6ldiirme mekanizmast platin-DNA
baglanmasi yolu araciligryladir), bu platin bilesigine direng, hem molekiilerde hem de
derinde meydana gelen hiicre sagkalimi, apoptoz, gelisim yolaklari, endositoz, DNA
metilasyonu, gen aktivasyonu/susturulmasi ve coklu transkripsiyon faktorleri ve

miRNA'larm aracilik ettigi mutasyonlar gibi ciddi degisikliklere gereksinim duyar (6).

Tiimorlerin heterojenligi ve ilaglara verdikleri farkli yanitlar, in vivo direng
mekanizmalarinin ¢alisilmasini zorlagtirmaktadir. Tiimor hiicrelerin ilag etkilerinden
kendiliginden kagis (dogustan gelen direng) veya gecikmeden sonra (edinilmis direnc)
kacma kabiliyetine dayanarak iki tip diren¢ tanimlanmistir. Bu direnglerde ne tiir bir
mekanizma olursa olsun, kemoterapi sirasinda tiimor davranigini 6ngoérmek ve uygun

bir tedaviye karar vermede yardimci olmak i¢in belirteglere ihtiyag vardir (7).
2.1. Omiks Analizleri

Teknolojik gelismelerin ve temel bilimlerdeki kesiflerin klinik uygulamalara
aktarilmasiyla birlikte saglik bilimleri daha ileri diizeye tasinmaktadir. Giintimiizdeki
yenilik¢i teknolojiler sayesinde genom, transkriptom, proteom, metabolom ve fluksom
gibi karmasik analizler yapilabilmektedir. "Omiks" (genomik, transkriptomik,
proteomik, metabolomik ve fluksomik) analizlerinden elde edilen detayli bilgi;

hastaliklarin mekanizmasini anlamak, erken teshisini kolaylastirmak, bireysel tedavi



stratejilerinin secilmesi ve bunlarin etkinliinin degerlendirilmesi igin biiyiik bir

potansiyele sahiptir (10-19).

Omiks kelimesi, biyolojik bilimlerde genomik, transkriptomik, proteomik veya
metabolomik gibi -omik ile biten bir ¢alisma alanini ifade eder. Son —om eki, sirasiyla
genom, proteom, transkriptom veya metabolom gibi bu tiir alanlardaki g¢alisma

nesnelerini ele almak i¢in kullanilir.

Bir hiicrenin/organizmanin fenotipi ve fonksiyonu, bir arada olan ve etkilesen

genler, transkriptler, proteinler ve metabolitler ile tanimlanir (Sekil 2.1).

Metabolomiks

Fluxomiks

Proteomiks

Transkriptomiks

Genomiks

Sekil 2.1. Omiks analizleri.

Canli tiirlerin her hiicresi gen igerir. Genler, tiim organizmalarin hayatta
kalmas1 ve biiylimesi i¢in gerekli olan farkli bilgi parcalarim1 kodlayan DNA
dizileridir. Bir organizmada bulunan biitlin genler genom olarak bilinir. Bir kusaktan
digerine gegen genler, bir organizmanin insas1 ve yatkinligimizdan hastaliklara, bazi
bakterilerin asir1 sicakliklarda nasil hayatta kalabilecegine kadar her seyi belirleyen
temel talimatlar1 igerir. Daha spesifik olarak genomik, genomlarin yapisini,
fonksiyonunu, evrimini ve haritalanmasini inceleyen ve enzimlerin ve haberci
molekiillerin yardimiyla protein iiretimini yonlendiren genlerin karakterizasyonu ve

miktarini belirleyen bilimdir.



Transkriptom bir hiicre, doku veya organizmada bulunan tiim haberci RNA
molekiillerinin kiimesidir. Molekiiler kimliklere ek olarak her RNA molekiiliiniin
miktarin1 igerir. Transkriptom analiz deneyleri, arastirmacilarin transkripsiyonel
aktiviteyi (kodlama ve kodlama yapmayan) karakterize etmelerini, ilgili hedef genlerin
ve transkriptlerin bir alt kiimesine odaklanmalarin1 veya bir hiicre fonksiyonunun
biitiinciil bir resmini olusturmak i¢in ayni anda binlerce genin profilini olugturmalarini
saglar. Gen ekspresyonu analizi ¢alismalari, cesitli kosullar altinda aktif olarak

eksprese edilen genlerin ve transkriptlerin bir anlik gériintiisiinii saglayabilir.

Proteom terimi, bir hiicre, doku veya organizmada bulunan tiim proteinlerin
toplamin1 belirtir. Proteomik, bu proteinleri biyokimyasal 6zellikleri ve fonksiyonel
rolleri ile ve bunlarin miktarlarinin, modifikasyonlarinin ve yapilarinin biiylime

sirasinda ve i¢ ve dis uyaranlara cevap olarak nasil degistigini inceleyen bilimdir.

Metabolom, izole edilmis bir organizmanin, hiicre sisteminin, dokusunun veya
biyolojik sivinin tiim metabolitlerinin kapsamli analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklagim biyolojik sistemin metabolik fenotipini saglar. Metabolomik analiz, tim
metabolitlerin tarafsiz bir sekilde tanimlanmasini ve nicelendirilmesini saglamalidir.
Daha spesifik olarak, metabolomikler, belirli hiicresel islemlerin etkinlikleri sirasinda
olusturduklar1 kimyasal parmak izlerinin incelenmesidir; tiim kiiciik molekiillii
metabolit profillerinin incelenmesidir. Genel olarak, omik bilimlerinin amaci bir
hiicre, doku veya organizmanin yapisi, islevi ve dinamigi ile ilgili tiim biyolojik

molekiilleri tanimlamak, karakterize etmek ve 6lgmektir.

Tez c¢alismalar1 kapsaminda metabolomik ve fluksomik analizler

gerceklestirildiginden bu omik teknikler detayli olarak incelenmistir.
2.1.1. Metabolomik

Geleneksel biyomedikal arastirmalar tek bir gen, protein, metabolit veya
metabolik yolagin analizi iizerine odaklanmistir. Bu "molekiiler indirgemeci"
yaklasim genetik varyasyonlar1 ve molekiiler bilesenleri tanimlayarak hastaliklar i¢in
yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina yol agacagi varsayimina dayanmaktadir.

Bununla birlikte, hastaliklarin birgcogu karmasik ve cok faktorli hastaliklar olup,



hastaligin fenotipinin belirlenmesinde, birden fazla genin, yolagin, proteinin ve
metabolitin hiicre, doku ve organizma seviyesinde meydana gelen degisikliklerin

analiz edilmesiyle anlasilabilmektedir (10, 16, 18).

Hastaliklarin metabolomik profillerinin ¢ikarilabilmesi i¢in ¢ok sayidaki
metabolitin ayn1 anda kapsamli olarak analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.
Metabolitlerin miktarlarinda olusan degisiklikler genetik veya cevresel faktorlerin
yani sira hastaliklardan, gut florasindan, ilaglardan, toksinlerden ve yasam tarzindan
kaynaklanan hiicresel ve sistemik varyasyonlardan olusmaktadir (20-24). Bu
vasyasyonlarin izlenmesi i¢in kullanilacak analitik platformlar, karmagsik biyolojik
orneklerden yiizlerce metabolitin es zamanli olarak analizleri ger¢eklestirebilmelidir
(23, 25-27). Fakat, metabolitlerin fizikokimyasal ¢esitliliginden (hidrofilik
karbonhidratlar, ugucu alkoller ve ketonlar, amino ve amino olmayan organik asitler
ve hidrofobik lipidler gibi) dolay1, giiniimiizdeki mevcut analitik platformlarin hig biri
komple bir metabolomik analizin tiim gereksinimleri karsilayamamaktadir. Bu
nedenle, komple metabolomik analizler i¢in farkli tamamlayici analitik tekniklerin
uygulanmas1 gerekmektedir (21, 28, 29). Gelismis ve bilgi agisindan zengin
spektroskopik teknikler metabolomik c¢alismalar igin esastir (30). Metabolomik
calismalarda kullanilan énemli spektroskopik teknikler NMR spektroskopisi (*H, 3P,
13¢C, 70 ve digerleri) ve kiitle spektrometrisi (dogrudan enjeksiyon ve GC veya LC ile
kombine edilmis halde) bulunmaktadir. Birbirlerine gére analitik acidan avantaj ve
dezavantajlar1 olan bu iki teknik, birden fazla kimyasal sinifin kapsamli metabolomik
analizlerinde es zamanli olarak kullanilabilir (20, 25, 30). Metabolomik analizler
serum, idrar, beyin omurilik sivisi, plazma, tikiirik, gibi viicut sivilarinda
yapilabilmektedir. Metabolomik analizlerin amaci; hastalik belirtisi olan veya
tedavinin asamalarinin denetlenmesini saglayan metabolitlerin belirlenmesi olup bu
analizler hastaliklarin teshisinde, tedaviye yanitin incelenmesinde, biyobelirteglerin

kesfinde gittikge artan uygulama yolu olmustur (18).

Metabolomik analiz belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda kiiglik molekiillii metabolitlerin (molekiiler agirhigi <1000 Da)
tanimlamasi ve miktarinin belirlenmesidir. Metabolomik analizler numune hazirlama,

metabolitlerin analizi ve elde edilen verilerin analizleri olmak {izere baslica ii¢



asamadan olusmaktadir (Sekil 3). Hedeflenmis ve hedeflenmemis metabolomik
analizler de numunelerin toplanmasi, hazirlanma basamaklar1 ve kromatografik
sistemlerde kullanilan sabit ve hareketli fazlar aynidir. Hedeflenmis analizlerde analiz
oncesinde hedeflenmis metabolitlerin izotoplar1 eklenerek iyon seg¢ici konumda (SIM)
analizleri gercgeklestirilir. Hedeflenmemis c¢aligmalarda ise analizler tarama

konumunda (SCAN) gergeklestirilir.

Metabolomiks ¢alismalar ¢ok farkli biyolojik materyalde (kan, idrar, doku,
tiikkriik, hiicre vb.) gerceklestirilebilir. Analiz yapilacak hedef metabolit tipine gore
tilketme teknigi belirlenmektedir. Lipit ve tiirevlerinin analizinde kloroform gibi
apolar ¢oziiciiler tercih edilirken, polar bilesiklerin analizinde metanol ve/veya
karisimlar tercih edilmektedir. Tiim bu ¢oziiciiler iginde polar ve apolar metabolitleri

¢Ozebilen metanol metabolomik analizlerde siklikla kullanilmaktadir.

Numune Metabolomik Veri
hazirlama analiz analizi
I. ) sl
GC/MS
] q'
III.I--I i
\ L]
4 [\ meE o i
) ik
/
Multivariate analyses
IH NMR (PCA or PLS-DA)
&P
,SAMPLE Univariate analyses
Fluid —tissue-cell extract HPLC (L-test)

Sekil 2.2. Metabolomik analiz basamaklari: Numune hazirlama (sivi, doku, hiicre
ekstraktlart), metabolomik analiz (GC-MS, LC-MS, H-NMR gibi) ve veri analizi (tek
degiskenli ve ¢cok degiskenli).

Metabolik aglarin ve fonksiyonlariin, kapsamli bir karakterizasyonu ig¢in
metabolitlerin derisimlerinin belirlenmesi gerekir. Fiziksel ve kimyasal olarak biiyiik

farkliliklar gosteren metabolitlerin (polar/apolar, asit/baz gibi) tek bir analitik yontem

ile analizlerinin gerceklestirilememektedir. Bu ylizden farkli analitik yontemlerin
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kullanilmas: gerekmektedir (30). Metabolomiks analizler i¢in en ¢ok kullanilan
yontemler niikleer manyetik rezonansin (NMR) ve kiitle spektroskopisinin kombine
edildigi sivi ve gaz kromatografisidir. Her {i¢ yontem birbirlerine gore farkli
istlinliikler gostermektedir (Tablo 2.1). Genel olarak NMR ile kiitle spektroskopisini
karsilagtirirsak, NMR’1n kiitle spektroskopisine gore en biiyilk dezavantaji mM
seviyesindeki metabolitlerin tayini i¢in kullanilabilmesi ve diisiik ¢oziiniirliige sahip
olmasidir. Bu da plazmaya ait bir NMR spektrumunda 30 ile 50 metabolitin tayinine
imkan saglamaktadir. GC-MS ile yapilan metabolomiks ¢alismalarda tanimlanabilen
metabolit sayisi 100 civarinda iken LC-MS ile bu rakam 200 civarina

ulasilabilmektedir.

Metabolomiks ¢aligmalarda MS, NMR ve diger spektroskopik yontemler ile
gerceklestirilse de ¢aligmalarin ¢cogunlugu MS yonteminin farkli ayirma teknolojileri
(GC, LC, SFC ve CE) ile kombinasyonu kullanilmistir. Ozellikle LC-MS ile yapilan
calismalarda yapisal molekiiler iyon bilgisini elde etmek icin analizler once diisiik
carpisma enerjisi, ardindan parga iyonlarini elde etmek icin yliksek ¢arpisma enerjisi
MS:; kosullar1 kullanilir. Tipik olarak 6nciil iyon seg¢ilir ve tandem kiitle spektrometrisi
(MS / MS) ile fragmantasyon izlenir. Bu yaklasim, karmagik biyolojik numunelerde

daha fazla yapisal bilgi ve metabolitlerin tanimlanmasini saglar (31).
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Tablo 2.1. Metabolik profilleme i¢in kullanilan NMR, GC-MS ve LC-MS yontemlerinin karsilastiriimasi.

e Serbest yag asitleri i¢in LC-MS'den daha
fazla hassasiyet

« Iyon baskilanmasi yok

e Diisiik kurulum maliyeti

gerektirir

o Numune hazirlama nedeniyle olusabilecek
olas1 degisiklikler

« Tekralanabilirlik (< %30)

e Yiiksek numune hazirlama maliyeti

Analitik Avantaj Dezavantaj Analiz edilen metabolit
platform Tiirii

e Yikici olmayan e Digerlerinden daha az hassas (nM) Sekerler
NMR o Metabolit derisimi verir « Biiyiik 6rnek hacmi Aminler

 Tekrarlanabilir e Secicilik Ugucu sivilar

« Basit numune hazirlama o Tanimlanabilen metabolit sayis1 (20-30) Biiyiik metabolitler

e Yiiksek tekralanabilirlik (%1-5) e Yiiksek kurulum maliyeti

e Yiiksek idame maliyeti

« Kisa ayirma siiresi e Yikici Orta ila ytiksek liyofilisite
LC-MS e Yiiksek ¢oziintrliik e Kisa anaiz siiresi Niikleositler ve niikleotitler

e Yiiksek kiitle hassasiyeti « Tekralanabilirlik (< %20)

e Basit numune hazirlama o Spektrumun kalitesi

e Yiiksek hassasiyet e Molekiiler iyon yogunlugu

e GC-MS'den daha genis metabolit aralig1 o Iyon baskilanma problemi

« Kisa analiz siiresi (H-NMR i¢in <5 dak) Karbonhidratlar

o Tekrarlanabilir alikonma stireleri o Kapsamli numune hazirlama Esterler
GC-MS o Kapsamli veritabanlar e Numuneler ugucu olmadiginda tiirevlendirme | Fosforlanmis metabolitler

Kolesterol
Ugucu bilesikler
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Elde edilen metabolit sayisinin ¢ok fazla olmasindan dolayr metabolomiks
analizlerde tek degiskenli analizlerden ziyade ¢ok degiskenli analizler
kullanilmaktadir. Cok degiskenli veri analizleri, ¢ok sayida degiskenler igeren veri
setinin boyutlarini, verideki mevcut varyanslari degistirmeden daha az boyuta
indirgenmesini saglayan bir doniisiim teknigidir. Bu yontemlerdeki ama¢ mevcut
veriyi en az sayida degiskenle ifade edebilmektir. Boylece veriler daha hizli bir sekilde
gorsellestirilebilir ve degerlendirilebilir. Bu amagla metabolomik veri analizlerinde

PCA ve PLS-DA yontemleri siklilikla kullanilir.

Temel Bilesen Analizi (PCA): biiyikk bir degisken kiimesini hala biiyiik
kiimedeki bilgilerin ¢ogunu igeren kiiciik bir kiimeye indirgemek i¢in kullanilabilecek
bir boyut kiigiiltme aracidir. PCA, bir dizi (muhtemelen) iliskilendirilmis degiskeni,
temel bilesenler olarak adlandirilan (daha kiiciik) bir dizi iligskisiz degiskene
doniistiiren matematiksel bir prosediirdiir. PCA’daki ilk ana bilesen, verilerdeki
degiskenlikten miimkiin oldugu kadar sorumludur ve takip eden her bir bilesen

miimkiin olan en fazla kalan degiskenlikten sorumludur.

Kismi en kiiciik kareler-ayristirict analizi (PLS-DA): Kismi en kiiglik kareler
regresyonu (PLS regresyonu), temel bilesenler regresyonu ile iliski tastyan istatistiksel
bir yontemdir; Tepki ve bagimsiz degiskenler arasinda maksimum varyans hiper
diizlemleri bulmak yerine, ongoriilen degiskenleri ve gozlenebilir degiskenleri yeni bir
alana yansitarak dogrusal bir regresyon modeli bulur. Hem X hem de Y verileri yeni
alanlara yansitildigindan, PLS yontem ailesi bilinear faktor modelleri olarak bilinir.
PLS-DA, Y kategorik oldugunda kullanilan bir degiskendir ve deneysel grup
tiyeliginden elde edilen Y degiskeni ile dogrusal bir uzayda eslenen PLS regresyonuna

(PLS-R) dayanmaktadr. iki gruplu bir deneyde bu degerler 0 ve 1 kadar basit olabilir.

Bu yontemde numuneler i¢indeki gruplar zaten bilinir (6rnegin deney gruplari)

ve bu nedenle amag iki sey1 belirlemektir.

1. Gruplar aslinda farkli mi1?

2. Gruplar arasindaki farkliliklari en iyi tanimlayan 6zellikler nelerdir?
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Deneysel bir baglamda bu, kontrol ve test 6rneklerinin farkli olup olmadiginin
belirlenmesi ve bu farkliliga katkida bulunan (bilinen, 6lgiilen) deneysel degiskenlerin

belirlenmesi anlamina gelir.

Metabolomik caligmalarda amag, karsilastirma yapilacak iki veya daha fazla
ornekteki metabolitlerin derisim farkliliklarini belirlemek oldugu icin, bireysel
numunelerin boyutlari, agirliklar1 ve hacimleri goéreceli dl¢lim sonuglarini 6nemli
Olclide etkileyebilir. Numune boyutuna bagli bu farkliliklar normalizasyonla ortadan
kaldirilabilir. Numune derisim veya miktar normalizasyonu klinik alanda idrardaki
metabolit dl¢iimiinde iyi bilinen ve yaygin olarak uygulanan bir islemdir. Ciinkii, idrar
orneginin derisimi, ayni birey i¢in, bireyin su alimina, diyet ve atilimlarina bagl olarak
biiyiik 6l¢iide degisebilir. Idrar derisimi dis faktdrlerden etkilendigi icin, klinik alanda,
bu degisken faktor genellikle tiim idrar numunelerinde dogal olarak bulunan bir
referans analit olan kreatinin kullanilarak kontrol edilir. Kreatinin derisiminin idrar
derigimini yansittig1 varsayilir [15]. Seyreltilmis bir idrar daha diisiik bir kreatinin
derisimine sahip olabilir. Bireylere ait idrar 6rnegindeki herhangi bir metabolitin
derisimi aym1 Ornekteki kreatin derisimine boliinerek normalize edilir. Bagka bir
deyisle, metabolit derigsimi kreatinin derisimine normalize edilir ve daha sonra
normalize edilmis metabolit derisiminin normal aralikta olup olmadigini karsilastirilir.
Fakat, bircok bagka biyolojik sivi veya Ornekte gergeklestirilen metabolomiks
caligmalarda, numune normalizasyonun da kullanilabilecek kreatin gibi referans
olarak kabul edilebilen bir bilesik yoktur. Diski, ter, brons lavaj sivilarinin 6rnek
derisimleri biiyiik 6lciide degisebilir. Hiicre veya doku ekstraktlar1 ayrica drneklenen
hiicrelerin sayisi, hiicre parcalanma verimliligi, hiicrelerin bilesimi ve doku ornekleri
tizerindeki doku hiicre yogunlugu gibi ¢esitli faktorlere bagh olarak farkli toplam
metabolit miktarlarina sahip olabilir. Metabolik karsilastirma i¢in her bir 6rnekten
yalnizca sabit bir hacim (6rnegin, 5 pL ter), agirlik (6rnegin, 1 mg kurutulmus diski)
veya ebat (0rnegin, 2 mm uzunlugunda x 2 mm genisliginde ve 10 mm kalinliginda
bir doku) alinirsa, bireysel metabolitlerin Olclilen derisim farkliliklarina katkida
bulunan faktdrleri tanimlamak miimkiin degildir. Metabolit diizeyinde goriilen farklar,
numune derisimlerinden veya biyolojik bir olay (6rnegin hiicrelerde mutasyon veya
klinik numunelerde bir hastalik) gibi gergek bir faktérden veya her ikisinin i¢ ice

geemis kombinasyonundan kaynaklanabilir. Biyolojik olmayan bir faktor degil sadece
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biyolojik bir olayin neden oldugu metabolit derisimi degisikliklerini belirlemek
istedigimiz i¢in, biitiin bireysel orneklerin analizinden 6nce 6rnek normalizasyonu,

genel metabolomik profilleme is akisinda kritik ve gerekli bir adimdir.

Genomik ve proteomik Kkarsilastirildiginda, metabolomiks igin  numune
normalizasyonu, metabolit yapilarinin ¢esitliliginin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ok daha
zordur. Bugiine kadar proteomiks i¢in yaygin olarak kullanilan toplam protein
Olclilmesi gibi dogrudan toplam metabolitlerin Slgiilmesi i¢in standart bir yontem
yoktur. Metabolomiks i¢in bir numune normalizasyon yontemi gelistirirken veya
uygularken, yontemin genel performans: genellikle ayn1 numune grubundaki
varyasyonlart en aza indirgeme yoOntemiyle degerlendirilir. Varyasyonlari
degerlendirmenin en kolay ve en yaygin yolu, PCA puan grafigidir. Optimal bir
numune normalizasyon yontemi ayn1 biyolojik gruptaki numuneler arasindaki en kisa
mesafeyi ve farkli gruplardan numuneler arasindaki en biiyiikk ayrimi1 gostermelidir.
Grup i¢i bagil standart sapmalarin (BSS) veya bulunan ayirt edici 6zelliklerin sayisinin
karsilastirilmasi, yontem performansini degerlendirmek i¢in de kullanilabilir. Bir grup

icinde daha kii¢iik BSS veya daha az ayirt edici 6zellik istenmektedir.

Metabolomiks analizlerde belirli bir uygulama i¢in uygun normalizasyon
yontemi se¢gmeden Once goz Oniinde bulundurulmasi gereken hususlar vardir.
Normalizasyon isleminin analiz Oncesinde mi yoksa analiz sonrasinda mi
uygulanacagina karar verilmesi gerekmektedir. Analiz dncesi yontemlerde, biyolojik
numunelerin hacimleri, tiim numuneler i¢in toplam numune derisimi esitlemek icin
Olciilen miktarlara (Ornegin kreatinin derisiimi) gore ayarlanir. Bdylece her
numuneden ayni hacimde ayni miktarda referans standart iceren numuneler alinarak
metabolomik analizlerde kullanilir. Alternatif olarak, numune hacmini ayarlamak
yerine, metabolomiks analizinde kullanilan ayni miktar1 saglamak i¢in Olgiilen
miktarlara gore farkli miktarlarda 6rnekler alinir. Analiz sonras1 yontemlerde ise 6rnek
miktarlart deneysel olarak normalize edilememistir ve dolayisiyla metabolomik
profilleme i¢in kullanilan toplam enjeksiyon miktarlar1 farklidir, bu da farkli NMR
veya MS sinyalleri ile sonu¢lanmaktadir. Bireysel metabolit sinyalleri daha sonra bir
numuneden bir kromatogramin toplam iyon sinyali yogunlugu gibi belirli bir kritere

dayanarak farkli 6rnekler i¢in ayarlanabilir veya normalize edilebilir.
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Ornek analizi i¢in ayn1 miktarlamn kullanildig1 analiz dncesi normalizasyon
yontemlerinde tiim numuneler i¢in benzer cihazsal tepkilerin elde edilebilmesi 6nemli
bir avantajdir. Bu 6zellikle MS tabanli yontemler igin biiyliik dnem kazanmaktadir.
Elektrosprey iyonizasyonunda (ESI), her bir metabolitin farkli iyonlasma etkinligi,
iyon baskilama dereceleri nedeniyle farkli derisimlerde genellikle ayni degildir. Sonug
olarak, analit sinyalleri karmasik bir biyolojik matristeki metabolit derigimiyle
dogrusal olarak gozlemlenmeyebilir. Boylece, tiim karsilastirmali 6rnekleri ayni

toplam derisimi ayarlayarak daha kesin nicel sonuglar tiretilecektir.

Analiz Oncesi normalizasyonunun dezavantaji ise genel is akisinda ek bir
deneysel adimin gerekli olmasidir. Ek olarak, miktarlari 6l¢gmek igin ekstra bir miktar
ornek gerekebilir ve bu 6rnek kismi metabolomik analiz i¢in kullanilamaz. Analiz
sonrast normalizasyon teknikleri bu goriinmez tehlikelerden kaginir ve elde edilen
verilerden sayisal bilgileri uygun sekilde ¢gikarmak igin bir yazilim programi oldugu
stirece, gergeklestirmek i¢in nispeten daha uygun ve hizlidir. Bununla birlikte, analiz
sonrast yontemlerin performansinin yukarida agiklandigi gibi cihaz yanitlarindaki

varyasyonlardan dolay1 tehlikeye girebilecegi akilda tutulmalidir.

Analiz Oncesi normalizasyon i¢in dikkate alinacak bir diger faktor ise ek bir
adim gerektiginden kullanim zorlugudur. Metabolomikste gecerli istatistiksel
modeller olusturmak ve daha dogru biyolojik bilgi elde etmek i¢in ¢ok sayida numune
kullanilmas: tercih edilir. Bununla birlikte analiz edilecek numunelerin sayisi ¢cogu
zaman sadece biyolojik numunelerin mevcudiyeti ile degil ayn1 zamanda gereken
analitik zaman ve cabalarla sinirlandirmaktadir. Analitik cabalar, 6rnek hazirlama
protokollerinin karmasikligindan ve 6rnek basina analiz siiresinin uzunlugundan
etkilenir. Bu baglamda, normalizasyon ydnteminin basit, hizli ve kolay olmasi,
bdylece metabolomik i¢in ayarlanmis biiylik bir numunelemin kullanimini

kisitlamamasi istenir.

Uygun bir normalizasyon yonteminin se¢imi ayrica analiz edilecek biyolojik
numunenin tiirine de baghdir. Bazi yontemler yalnizca belirli biyolojik ortamlara
uygulanabilirken, digerleri daha geneldir. Ornegin, kreatinin normalizasyonu
glomeriiler filtrasyon yoluyla kreatinin nispeten sabit atilim hizina dayanir ve bu

nedenle sadece idrarda gergeklestirilen metabolomiks ¢alismalar i¢in gegerli iken, MS
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ile gergeklestirilen ¢alismalarda toplam pik alan1 normalizasyonunda (TPN),
normalizasyon faktorii olarak incelenen tiim numunelerde mevcut olan piklerin toplam

pik alanlar1 kullanir ve bu nedenle evrensel olarak uygulanabilir.

Bir numune normalizasyon yoOnteminin seg¢iminde, ¢alisilacak biyolojik
numune i¢in yontemin uygulanabilirligi, normalizasyonun dogrulugu, uygunlugu, hizi

ve gerceklestirme maliyetini iceren gesitli faktorler g6z dniinde bulundurulmalidir.

Metabolomiks c¢alismalarda analiz sonrasi veri normalizasyonu asagidaki
seceneklerden olusur:

e Numune spesifik normalizasyon: Numune biyolojik girdilerine (yani
hacim, kiitle, toplam protein vb.) dayali olarak 6rnek bazinda gerceklestirilir.

e Toplam pik alanina gore normalizasyon (TPN): Metabolomik analizler
sonucunda elde edilen her bir metabolitin alaninin tiim metabolitlerin toplam
alinina boliinmesiyle 6rnek bazinda gercgeklestirilir.

e Numune ortanca degerine gore normallizasyon: Her bir metabolit ortanca
degerine bollinerek 6rnek bazinda gergeklestirilir.

e Referans numune ile normalizasyon (olasiliksal b6liim normalizasyonu):
Metabolomiks analizlerde kullanilan referans bir Ornege goére numune
bazinda gerceklestirilir.

e Kalite kontrol temelli normalizasyon: Kalite kontrol 6rnekleri kullanilarak
ornek bazinda gerceklestirilir. Kalite kontrol numunelerinin tiim evreni
miimkiin oldugunca yansitmasi gerekir ve numunelerle aym1 anda analiz
edilmelidir. Uzun siireli metabolomiks analizlerde tercih edilen bir
normalizasyon tekinigidir.

e Referans niteligindeki bir normalizasyon: Numune i¢indeki i¢ standarda

veya kreatinin gibi bir endojen maddeye gore 6rnek bazinda gerceklestirilir.

Metabolomiks c¢alismalarda veri donilisiimii ve Olg¢eklendirme, verileri daha
karsilastirilabilir kilmak i¢in kullanilan iki farkli yaklasimdir. Daha iyi sonuclar elde
etmek icin biri veya her ikisini birden kullanabilir. Metabolomiks calismalarda veri
doniistimii; genellestirilmis logz veya kiip kok dontisiimii ile gerceklestirilir. Veri

Olceklendirme ise 4 farkl sekilde gerceklestilebilir. Bunlar;
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Merkezi ortalastirma: Esitlik 2.1.’de gosterildigi gibi hesaplanabilir.
Merkezilestirme Olceklendirme verilerdeki  benzerliklere degil
farkliliklara odaklanmay1 amaglarken veri dengesini kaldirmasi bir
avantaj olarak ortaya ¢ikar. Fakat veriler degisken varyansli oldugunda,
bu 6n islem yonteminin etkisi her zaman yeterli degildir.

Xij=xj — X (Esitlik 2.1.)

X ij: Normalize edilmis deger

x;j: Metabolit pik alani

X;: Metabolit ortalama pik alani
Otomatik dlceklendirme: Esitlik 2.2.”de gosterildigi gibi
hesaplanabilir. Korelasyonlara bagli olarak metabolitleri karsilastirir.
Bu olc¢eklendirmede tiim metabolitler esit derecede 6nem kazanir
fakat burada ki dezavantaj 6l¢iim hatalar1 daha fazla etkin hale

gelmesidir.

> X=X
xij— s,

(Esitlik 2.2.)

s;: Standart sapma
Aralik dl¢eklendirme: Esitlik 2.3. de gosterildigi gibi hesaplanabilir.
Yontemin amacit metabolitleri biyolojik cevap araliklarina gore
karsilastirmaktir. Tiim metabolitler esit derecede dnemli hale gelir.
Olgeklendirme biyoloji ile ilgilidir ama 6l¢iim hatalarinin daha abartili

bir hal halmasin1 saglar ve aykirt degerlere duyarliligidir.

xij—fi

%= (Esitlik 2.3.)

jj = ———————
] (*i maks—Xi min)

Ximaks. En yiksek metabolit pik alani

Ximin- En kiiclik metabolit pik alani

Paretro olceklendirme: Esitlik 2.4.’de gosterildigi gibi hesaplanabilir.
Yontemde ki biiyiik degerlerin goreceli dnemini azaltir, ancak veri
yapisin1 kismende olsa saglam tutar. Bu oOl¢eklendirme kullanildig:

zaman orjinal Ol¢limlere otomatik Olgeklendirme den daha yakin
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sonuglar elde edilir. Bu metodun dezavantaji ise biliyik kat

degisikliklerine duyarlidir.

(Esitlik 2.4.)

2.1.2. Lipidomiks

Her ne kadar metabolomun bir alt kesimi olsa da, lipit tiirlerinin karmagiklig1,
belirgin kimyasal ozellikleri ve O6nemli biyolojik aktiviteleri, lipidomu 6nemli
arastirmalarin odagi haline getirmistir. Lipidomikler, “lipid metabolizmast ve
fonksiyonunda yer alan proteinlerin ekspresyonunda lipit molekiiler tiirlerin ve
biyolojik rollerinin tam karakterizasyonu” olarak tanimlanmuistir. Lipidomikler,
bireysel lipit caligmasindan, global lipit metabolitlerinin sisteme entegre bir baglamda
incelenmesine ve patofizyolojik siireclerdeki rollerini daha iyi anlagilmasini saglarlar.
Sistem biyolojisinde yeni bir alan olarak ortaya ¢ikmis lipidomiks c¢alismalar,
metabolomiks ¢alismalara benzer sekilde hastalik teshisi ve biyobelirteg kesfi, ilag
gelistirme, gida ve beslenme calismalarinda kullanilmaktadir. Lipidomiks yaklasim,
normal, patolojik veya tedaviye 6zgii olaylarin benzersiz metabolik 6zelliklerini ortaya

c¢ikarabilir.

Biyolojik zarlarin temel bilesenleri olan lipitler, yapisal ve islevsel olarak
cesitli molekiil siiflaridir. Biyosentez ve kimyasal yapiya bagli olarak lipitler
hidrofobik veya amfifilik olarak tanimlanmaktadir. Amfifilik lipitler, sulu bir ortamda
vezikiillerde, membranlarda veya lipozomlarda bulunur. Biyolojik lipitler izopren ve
ketoasil gruplarindan olugsmaktadir. Lipitler yag asitleri, gliserolipitler, sfingolipitler,
fosfolipitler, sakkarolipitler, sterol lipitler, prenol lipitler ve poliperler olmak sekiz
kategoriye ayrilabilirler (32). Yag asitleri ve gliserolipitler nispeten basit bir yapiya
sahiptir. Yag asitleri, en 6nemli lipit siniflarindan biridir ve tiim lipitlerin temel
bilesenidir. Yag asitleri, 4-24 karbon atomu ve 0-6 ¢ift bag uzunlugunda doymus veya
doymamis diiz karbon zincirlerine sahiptir. Yag asitleri, cesitli biyoaktif lipitlerin
onciileridir. Eikosanoidler arasinda lokotrienler, prostaglandinler ve enflamatuar

stireclerin gelisiminde 6nemli rol oynayan tromboksanlar bulunur. Gliserolipitler,
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gliserol omurgasinin hidroksil gruplarina esterlenmis yag asidi iceriginde farkli olan
mono-, di- ve tri-siibstitiic edilmis gliserollerden olusur. Cesitli ¢alismalar, degismis
trigliserit sentezinin ve katabolizmanin bir¢cok hastaligin ortaya c¢ikmasinda ve
gelismesinde 6nemli rol oynadigini gostermistir. Kolesterol ve kaynagmis dort halkali
bir ¢ekirdek yapisindan olusan tiirevleri dahil olmak iizere sterol lipitleri, membran
lipitlerinin 6nemli bilesenleridir. Sterol lipitleri, hiicre sinyalinin diizenleyici islevi ve
hiicresel sivi modiilasyonu gibi farkli biyolojik rollere sahiptir (33) . Fosfolipitler
olarak da bilinen gliserofosfolipitler (GP), dogada her yerde bulunur ve lipit gift
katmanlarinin 6nemli bilesenleridir ve hiicre sinyalizasyon ve metabolizmasi ile
ilgilidir. Polar kafa grubunun pozisyonuna bagli olarak GP, glisetofosfatekinler ve
glisetofosfatidik olarak iki farkli siniflara boliinebilir. asitler, gliserofosfolezler (PG),
gliserofosfosinler  (PS), fosfoetanolamin (PE), fosfomiyoinozitoldiir  (PI).
Sfingolipitler, 1,3-dihidroksil, 2-amino alkan veya alken (alfadan) bazik bir
omurgasindan olusan kompleks bir bilesik ailesinden olusur. Sfingomyelin (SM) ve
sfingosin, sirasiyla 1-hidroksil grubuna ve sfoidoid zincirinin 2-amino grubuna bagli

bir fosforilkolin bas grubundan ve yag asidinden olusan iki 6nemli sfingolipittir.

Lipidomiks ¢alismalar da ¢ok farkli biyolojik materyalde (kan, idrar, doku,
tiikriik, hiicre vb.) gergeklestirilebilir. Genel olarak kloroform veya kloroform-metanol

karisimi lipidomiks analizlerde tercih edilmektedir.

Lipidomiks ¢alismalarda kullanilan analitik teknikler ve elde edilen verilerin

degerlendirilmesi (veri analizleri) metabolomiks caligmalarla bire bir aynidir.
2.1.3. Fluksomiks

Metabolik fenotiplerin karakterizasyonu sadece metabolit seviyelerinin degil,
aym zamanda dongii hizlarinin da belirlenmesini gerektirir (34-37). Ozellikle, diisiik
derisimli ve yliksek dongili hizina sahip birgok metabolitin derisiminde herhangi bir
degisim olmaksizin déngii hizlarinda 6nemli artis ya da azalmalar olabilmektedir (38,
39). Bu nedenle, metabolomik fenotipi anlamak i¢in metabolomik analizlerin yani sira
yolak analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir (29, 38, 40, 41). Metabolit

diizeylerinin yani sira dongli hizlarinin hesaplanmasina dayanan bu tip analizlere,
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yolak analizi (fluksomik) denmektedir. Fluksomik, omik teknolojileri iginde

gelisimini en az tamamlayanidir (10, 18).

Fluksomik analizlerde kararli izotoplar (**C, N ve 20) ile metabolit
derisimleri ve dongli hizlar1 es zamanli olarak analiz edilmektedir. Fluksomik
analizlerde farkli yolaklar i¢in farkli kararli izotoplar kullanilmaktadir. Karbon
omurgasini izlemek icin 3C izotopu ve azot omurgasii izlemek igin ise °N izotopu
oldukg¢a yaygin kullanilmaktadir (42-44). Fakat bu teknikler tek baslarina tiim hiicre
dinamiklerinin elde edilmesine imkan tanimaz. Ozellikle yasam faaliyetlerinin
vazgecilmezi olup, canli organizmalarin metabolomunda bulunma siklig1 bakimindan
en dnemli parcalardan biri olan inorganik fosfatin yer aldig: hiicrenin enerji sistemleri

hakkinda bilgi veremezler (10, 18, 19, 45, 46).

Fosfat igeren enerji yolaklarmin izlenmesi igin mutlaka 20 izotopu
kullanilmalidir. Ayrica C ve N izotop isaretlemelerine gore 2O ile yapilan
isaretleme siiresi ¢ok kisadir. Isaretleme dakikalar i¢inde tamamlanir. Bu da uygulama

kolayligi ve istenilen diizeyde deneylerin tekrarlanmasini saglar (10).

180 isaretlemenin diger bir avantaji ise; sadece fosfat isaretlemesinde degil
karbon omurgas1 ve azot omurgasinin takip edilmesinde de kullanilabilmesidir. 20
izotopu kullanilarak elde edilen metabolomik ve yolak analizler; genetik hastaliklari,
kanser, miyokardiyal iskemi, kalp yetmezligi ve dejeneratif hastaliklar gibi enerji ve
metabolik dengesizliklerin sonucu ortaya c¢ikan hastaliklarin mekanizmasinin
aydinlatilmasinda, erken teshisinde ve tedavi etkinliginin izlenmesinde kullanilabilir

(10, 18, 19).

180 izotoplar dzellikle enerji ve sinyal iletiminden sorumlu olan fosfotransfer
aglari ve fosforil metabolik dinamiklerin izlenmesi agisindan essizdir (34, 47-53). 180
dogal ve kararl bir izotoptur. Isaretlemede kullanilan 0’in kaynag1 0 bakimindan
zenginlestirilmis sudur (H2'®0). Doku ya da hiicreler, H2!%0 igeren ortama maruz
kaldiklarinda, Ho*®0 hizli bir sekilde hiicresel su ile dengeye ulasir ve ilgili enzimatik
reaksiyonlarin oranina bagli olarak hiicresel fosfatmetabolitler 20 ile isaretlenir (52)

(Sekil 2.3.)
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Metabolik dinamikler
CrP[180] CK yolagi
B-ATP/ADP[180] AK yolagi

L 3 18 Adenosin kinaz
ATP tiiketimi a-ATP/ADP[1°0] Niikleotid sentezi

18 ATP sentezi
[7°04] T G-6-P[180] Glikolitik yolag
ATPases //1 G-1-P[180] Glikojen yolagt
ATP 7) Pi[180]—> y-ATP[180] ——> G-3-P[180] Substrat dongiisii
GTP18
Ho[180] o \ v-GTP[180] NDPK/STK
ATP dongiisu ] )
T 1802] - B-GTPIGDP[1 80] Guanilate kinaz
Pi[1801y-ATP[180' Enerji iletigimi
Media EOR-ATRCE0, =nel
18
a-AMP["®0] Sinyal iletimi
o-GMP[180]

Sekil 2.3. 80 isaretleme mekanizmasimin ve isaretlenen metabolitlerin hangi yolak
analizlerinde kullanildiginin sematik gosterimi.

180 etiketleme prosediirii ATP’nin hidrolizi sirasinda her seferinde H,'®0’deki
80’nun inorganik fosfata dahil olarak inorganik fosfatin isaretlenmesine
dayanmaktadir. Daha sonra 80 isaretlenmis inorganik fosfat diger fosfat igeren
bilesikleri isaretleyerek tiim fosfat iceren yolaklarin isaretlemesini saglamaktadir
(Sekil 2.3).

Fluksomiks analizler metabolomiks analizler gibi 3 basamaktan olusmaktadir.
Bunlar i) numunelerin hazirlanmasi1 (kararli izotopla isaretleme ve numunelerin

toplanmast), ii) analizleri ve iii) isaretlenme ylizdelerinin hesaplanmasi.

Fluksomik analizler yasayan organizmalarda gergeklestirilebilir (Sekil 2.4).
Bunun i¢in canli organizma, doku, ve/veya hiicre hatt1 kararli izotoplar ile inkiibe
edilir. Inkiibasyon isleminin canli organizmanin yasami siirdiirecek kosullarda
olmas1 gerekir. Isaretleme siiresinin sonunda metabolomik reaksiyonlar hizlica

durdurulur ve metabolitler uygun bir ¢oziicii ile tiiketilebilirler.
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s ~

Numune Hazirlama Analiz Veri Analizi
Kararli izotop ] (F isaretlenme yiizdesi N )
(inkiibasyon)
NMR GC-MS Sitrik asit

{{tor 30

| wo_ [ |yt

FHC Caco2

Sekil 2.4. Doku, organ ve hiicre hatlarinin isaretlenmesi.

Fluksomiks analizler i¢in en ¢ok kullanilan yontemler NMR ve kiitle
spektroskopisinin kombine edildigi sivi ve gaz kromatografisidir. Metabolomiks
calismalarda oldugu gibi her ii¢ yontem birbirlerine gore farkli istiinliikler

gostermektedir.

Isaretlenmis olan fosfat metabolitlerindeki 20 yiizdesi, *'P NMR ya da kiitle
spektrofotometresi ile tespit edilebilir. Fosfatin 80 ile birlesmesi ile 3P-NMR
spektrumunda izotop kaymasi veya kiitle spektrumunda 2 amu’luk artisla
gozlenmektedir (Sekil 2.5). Bu farkliliklardan yararlanarak fosfat ile entegre olmus
180 yiizdesi belirlenerek ilgili yolaklarm déngii hizlart ve devir siireleri
hesaplanabilmektedir. 3P-NMR ve kiitle spektrometrisi ile baglantili olarak, 20
isaretleme yontemi degisik enerji yolaklarinin (ATP sentezi ve kullanimi, adenilat
kinaz temelli fosfotransfer yollaklari, kreatin kinaz ve glikolitik yolaklar, glikojen ve

hiicre i¢in enerji iletimi) takibini saglar (Sekil 2.3) (34, 35, 48-51, 54-56).



23

160 1.5 -
©
o
%
180, e
% 160
e}
c
>
Qo
< 1|
180,
180,
0.5
180,
180, 180,
180,
1803 l
0 T T T ! —T—
T T T T T T T
2.70 2.65 2.60 2.55 297 299 301 303 305 307 309
f1 (ppm) miz

Sekil 2.5. 180 isaretlemenin izlenmesinde kullanilan analitik teknikler A) NMR ve B)
kiitle dedektorti.

180’in fosfat ile birlesmesi sadece enzimatik kosullarda gerceklesir ve birlesen
180 yiizdesi enzimin aktivitesiyle dogru orantilidir. Bdylece ilgili enzimin dongii hizi
ve dongili sayist hesaplanabilir (34, 54, 57). Teorik olarak, tiim metabolitlerin {igte biri
fosfat icermektedir (58). Tiim bu fosfat iceren metabolitler 3*P-NMR spektroskopisi
ve kiitle spektrometresi kullanilarak belirlenebilir. 'P-NMR temelli isaretlemenin en
biiyiik avantaji numuneyi tahrip etmemesi ve numune hazirlama basamaginin GC-
MS’e gore daha kolay olmasidir. Fakat analitik hassasiyetinin diisiik olmasindan
dolay1 sadece mM diizeyindeki bilesiklerin analizleri yapilabilmektedir. Daha diisiik
derisimlere inebilmek i¢in daha uzun siireli analizler gergeklestirilmelidir. Analiz
stirelerinin numune basina 24 saate ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu da kontrol ve
calisma grubu (n=6 her bir grupta) iceren bir calismanin sadece 12 giin cihaz iizerinde
analiz edilmesi anlamina gelmektedir. Ayrica iyi bir fosfor spektrumu alinmasi i¢in
numunelerdeki divalan metallerin uzaklastirilmasi gerekir. Bunun i¢in ise numunelerin
en az 12 saat boyunca re¢ine ile muamele ederek divalan iyonlarin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Cihazin diigiik hassasiyeti, yiiksek derisimde numuneler hazirlanarak
giderilmeye calisilabilir. Fakat kisith numune erisimi oldugunda, bu durum
uygulanamamaktadir. Ornegin, herhangi bir hiicre hattmin iyi bir >:P-NMR spektrumu
elde etmek igin 10 cm’lik petri kutularinda gogaltilan hiicrelerden (10° hiicre/petri)

yaklasik 100 petri kutusunun bir araya getirilmesi gerekmektedir. Tiim bu sebeplerden
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dolay1 3'P-NMR’mn diisiik derisimli numunelerin fosfometabolit analizinde

kullanilmasi pratik degildir.

3IP.NMR’in  diger bir onemli 6zelligi ise, oligofosfatlarn farkli
pozisyonlarinda bulunan fosfatlar1 herhangi bir ayirima ihtiya¢ duyulmadan analiz
edilebilmesidir (18, 45, 46) (Sekil 3). 2D-3!P-NMR ile &zellikle ATP’nin farkl
bolgelerindeki fosforlar igin ¢ok essiz bilgiler elde edilmistir (46). Fakat boyle bir
analizi gergeklestirmek i¢in fosfometabolitler preparatif HPLC ile saflastiriimali ve 12
saat boyunca analiz edilerek spektrumu alinmalidir. Her bir numunedeki yiizlerce
fosfometabolit sayis1 diisiiniiliirse boyle bir uygulamanin yapilmasi pratik olarak

miimkiin degildir.

GC-MS temelli fosfometabolomik analizler 6zellikle seker iceren fosfatlarin
analizinde oldukga etkilidir. LC-MS ile glikoz-1-fosfat (G1P) ve glikoz-6-fosfat (G6P)
gibi izomerlerin ayrimlari gergeklestirilemezken, GC-MS ile bu tip izomerlerin
analizleri yliksek ayiricilikta yapilabilmektedir. GC-MS analizlerde termal kararlilig
olmayan bilesikler tiirevlendirilerek  analizleri  gergeklestirilebilir.  Fakat
tirevlendirmeye ragmen bazi fosfometabolitler (ATP, ADP ve gliserilaldehit fosfat
gibi) termal olarak kararli degildirler. Bu durumda bu bilesikleri analizlerinin
gerceklestirilebilmesi  igin  enzimatik reaksiyonlarla gliserol-3-fosfata (G3P)
dontistiiriilmesi  gerekmektedir (Sekil 2.6). Termal kararliligi olmayan ve disiik
derisimlerdeki fosfatlarin analizinde GC-MS ve 3P-NMR ile yasanan bu
dezavantajlar, herhangi bir tlirevlendirmeye ihtiya¢ duymamalar1 ve yliksek

hassasiyetlerinden dolayr LC-MS yontemi kullanilarak giderilebilir.

GK GK +AK
y -ATP[120] 7—'63P[“0] + B-ATP['*0] (ADP) 7—» G3P[**0] + a-ATP[**O] (AMP)
Glycerol \ Glycerol
GC-Ms GC-MS

oK GK
CrP[¢0] 7—>7-ATP[1501 7—» ADP + G3P[*0]
ADP ~ GC-Ms

Glycerol

Sekil 2.6. Termal kararliligi olmayan ATP ve CrP’in GC-MS ile analizleri.
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Yukarida mekanizmasini acikladigimiz 8O isaretleme; ATP’nin ADP’ye
dontigiimiinde her seferinde bir inorganik fosfatin igaretlenmesine, sonrasinda
isaretlenen inorganik fosfatin diger bilesikler ile bir araya gelmesine dayanmaktadir
(49, 50, 59). 180 ile zenginlestirmede isaretleme ajani olarak 80 isaretli su (H2'®0)
kullanilmaktadir. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG) veri tabanina
gore suyun rol aldigi yaklasik olarak 3000 enzimatik reaksiyon bulunmaktadir. Bu
durumda sadece fosfometabolitlerin degil suyun yer aldig1 ve fosfat olmayan bilesikler
de isaretlenebilmektedir. Omegin Krebs dongiisii metabolitleri *®0 ile enzimatik
olarak 4 farkli noktadan isaretlenebilmektedirler. 0 iceren su ile in vivo kosullara
maruz birakilan hiicrelerde enzimatik reaksiyonlar sonucunda, Krebs dongiisiindeki
metabolitlerin  oksijenleri (kirmizi halka icinde gosterilen) !0 izotopuyla
isaretlenebilmektedir (Sekil 2.7). Birinci dongii sonucunda Krebs dongiistindeki tiim
metabolitler 180 ile isaretlenmektedir (Sekil 2.8). 2. dongii ve sonrasinda ise; Krebs
dongiisiindeki metabolitlerin isaretlenen oksijenlerin pozisyonlar1 dongii sayisindan
bagimsiz olup degismemektedir (Sekil 2.9). Boylece isaretlenme yiizdeleri dongii

sayist ile iligkili olmaktadir.

Sitrat

Okzoloasetat

Izositrat

Ketogluturate
aKeteg OH

Siiksinat

Sekil 2.7. Krebs dongiisiindeki metabolitlerin 20 ile isaretlenme baslangi¢ noktalari.
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1zositrat

a Ketogluturate

Sekil 2.8. Krebs dongiisiindeki metabolitlerin birincil dongii sonundaki isaretlenen
metabolitleri ve isaretlenme yerleri.

Sekil 2.9. Krebs dongiisiindeki metabolitlerin ikincil dongii sonundaki isaretlenen
metabolitleri ve isaretlenme yerleri.
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Metabolitlerin dongii hizlarinin hesaplanmasi

Molekiil ile etkilesen oksijen sayisina gore kiitle spektrumunda iki birimlik
kaymalar olusturmaktadir. Her bir kayma degerinde metabolitin pik alani hesaplanir

ve bu degerler asagidaki formiil yardimiyla toplam 20 isaretleme yiizdesi hesaplanir
(10).

% 180 isaretleme = [%'80; + 2(%'%02) + 3(%'803)+ .... n (%20n)]/[n (% H20)]
n molekiildeki isaretlenen toplam oksijen

SA; = 1-(2™)
Spesifik aktivite (SA): Toplam % 80 isaretleme /saniye
N : dongii sayisi.



3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit
Asetonitril (MeCN)
Fosforik asit
Hidroklorik asit
Metanol (MeOH)
Sitrik asit

Sodyum hidroksit
Amonyum format

Metoksiamin hidrokloriir

Merck
Merck
Merck
Merck
Lab-Scan
J.R. Baker
Merck
Merck
Sigma

N-metil-N-trimetilsililtrifloraasetat  Thermo Scientific

+9%0.1 Trimetilklorosilan

3.2. Kullanilan Cihazlar

GC-MS
LC-qTOF-MS
Hassas terazi
Milli-Q su cihaz
Otomatik mikropipet
pH metre
Santrifiij

Hassas terazi
Terazi

Ultrasonik banyo
Vorteks karistirict
Manifold

(Shimadzu QP2010 Ultra)
(Agilent 6530)

(Mettler Toledo AG 285)
(Barnstead NanoPure Diamond)
(Ependorf 10-100 pl ve 100-1000 wl)
(Mettler Toledo MA 235)
(Hettich, EBA 20)

(Mettler Toledo AG 285)
(Shimadzu Libror EB-330 H)
(Bandelin Sonorex RK 514 BH)
(Heildoph Reax Top)
(Macherey-Nagel)

28
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3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

e Cam pipet (1-10 mL’lik, pyreks®)

e Balon joje (5-1000 mL’lik, pyreks®)

e Beher (Cesitli hacimlerde)

e Membran filtre (Titan 0.45 um)

e Siringa

e GC kolon [DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25
mm i¢ ¢ap ve 0.25 um film kalinlig1)]

e LCkolon Merck ZIC pHILIC (150 mm x 2.1 mm i.¢., 5
um partikiil cap1)

InertSustainSwift C18 (150 mm x 3.0 mm i.¢.,
3 pwm partikil ¢api)

3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok standart metabolit ¢ozeltileri (1000 pg/mL):Calismalarda kullanilan
tiim metabolitlerin standartlari metanol:su (50:50 h/h) karigimi ile 1000 pg/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Biitiin stok c¢ozeltiler amber renkli siselerde +4 °C’de
saklanmigtir. 10.00, 1.00 ve 0.10 pg/mL derisimdeki ¢ozeltiler stoklardan seyreltilerek

giinliik hazirlanmistir.

%0.1 formik asit iceren su: Derisik formik asit (% 86) ¢ozeltisinden 1 mL
aliarak i¢inde bir miktar distile su bulunan bir litrelik balon j6jeye aktarilmis ve bir

litreye distile su ile.

%0.1 formik asit iceren asetonitril: Derisik formik asit (% 86) ¢Ozeltisinden
1 mL alinarak i¢inde bir miktar asetonitril bulunan bir litrelik balon jojeye aktarilmis

ve bir litreye asetonitril ile tamamlanmustir.

%00.1 asetik asit ve %1 1 M amonyum format iceren su: Glasiyal asetik

cozeltisinden 1 mL ve 10 mL 1 M amonyum format tamponundan alinarak i¢inde bir
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miktar su bulunan bir litrelik balon jojeye aktarilmis ve bir litreye su ile

tamamlanmaigtir.

%0.1 asetik asit ve %1 1 M amonyum format iceren asetonitril: Glasiyel
asetik ¢ozeltisinden 1 mL ve 10 mL 1 M amonyum format tamponu alinarak i¢inde bir
miktar asetonitril bulunan bir litrelik balon j6jeye aktarilmig ve bir litreye asetonitiril

ile tamamlanmustir.

%5 asetonitril iceren 20 mM amonyum karbonat tamponu:1.9 g amonyum
karbonat tartilmis ve i¢inde 50 mL asetonitril ve bir miktar su bulunan bir litrelik balon

jojeye aktarilmis sonrasinda bir litreye su ile tamamlanmistir.

%>5 su iceren asetonitril: 50 mL su bir litrelik balon j6jeye aktarilmis ve bir

asetonitril ile tamamlanmustir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Caco-2 hiicre kiiltiirii, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) igerisinde
%10 fotal sigir serum, 2mM L-glutamin, 100 iinite/mL penisilin G, 100 pg/mL
streptomisin ve %1 esansiyel olmayan amino asit soliisyonu ile siispansiyon haline
getirilerek gerceklestirilmistir. FHC hiicre kiiltiirii ise, Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (1:1) igerisinde %10 fotal sigir serum,
5 pg/mL insulin-transferrin-selenyum, 100 ng/mL hidrokortizon, 10 mM (4-(2-
hidroksietil)-1-piperazin etansulfonik asit (HEPES), 100 unite/mL penisilin G, 100
pg/mL streptomisin ile slispansiyon haline getirilerek gerceklestirmistir. Tiim kiiltiirler
37°C ve %5 COz igeren ortamda muhafaza edilmis ve %100 doluluga ulagsmis hiicre

hatlarinda hasat islemi gergeklestirilmistir.

%100 doluluga ulasmis FHC ve CaCo-2 hiicre hatlari, inkiibatdrden ¢ikarilmis
ve bekletilmeden 5 mL izotonik sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi ile hizli bir sekilde
yikanmustir. Hiicreler lizerine 1 mL metanol:su (9:1, h/h) ¢ozeltisinden eklenmis ve
hafif bir sekilde petri kutusu calkalandiktan sonra sivi azot i¢ine konarak hiicrelerin
dondurulmasi saglanmistir. S1vi azot iginde bekletilen petri kutularindaki hiicreler,
hiicre kaziyic1 yardimiyla 2 mL’lik ependorf tiiplere kazinarak alinmistir. Hiicrelerin

kazindig1 petri kutularina 1 mL daha metanol:su (9:1, h/h) ¢ozeltisi eklenerek islemler
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tekrarlanmis ve elde edilen ¢ozelti ependorf tiipe aktarilmistir. Ependorf tiipler 15000
rpm’de santrifiijlenerek proteinler ¢oktiiriildiikten sonra iist fazlar 2 mL’lik ependorf

tiipe transfer edilmis ve -20 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir.

3.5.1. Kemoterapotiklere Direncli Caco-2 ve FHC Hiicre Hatlarimin

Gelistirilmesi

Direngli hiicre hatlarinin gelistirilmesi i¢in Caco-2 ve FHC hiicre hatlar1, 5-FU
ve CIS kemoterapotiklerine 1Cgo degeri ile bir defaya mahsus olmak lizere 24 saat
stireyle uyarilmis ve devam eden 6 ay boyunca ICso degerlerinde maruz birakilmastir.
Caco-2 hiicrelerinde 5-FU ve CIS igin ICso degerleri sirasiyla 276 pg/mL ve 151
pug/mL olarak hesaplanmistir. FHC hiicrelerinde ise 5-FU ve CIS igin ICso degerleri
strastyla 555 pg/mL ve 312 pg/mL olarak bulunmustur.

ICoo0 Ve ICso degerlerinin belirlenmesi

ICo0 ve ICso degerleri 3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5- diphenyltetrazolyum
bromidefor boyasi ile belirlenmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir
kuyucuguna yaklasik 4x10% - 6x10* hiicre kendisine ait besi yeri iginde ekilmis ve
hiicrelerin %100 doluluga ulasana kadar inkiibe edilmistir. Doluluga ulagmis hiicreler,
farkli derisimlerdeki 5-FU (0-100 uM) ve CIS (0-20 uM) c¢ozeltilerinden 10 pL
eklendikten sonra 24 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuk
basmna 5 mg/mL 3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5- diphenyltetrazolyum bromidefor
¢ozeltisinden 10 pL eklenmis ve olusan formazan kristalleri 100 uL dimetilsiilfoksitte
¢coziilmiigtlir. Plaka 590 nm’de plaka okuyucuda okunarak sonuglar kontrol grup
degerleri kullanilarak standardize edilmistir. 3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-
diphenyltetrazolyum bromidefor deneyi n=3 olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Sonuglar kontrol grup degerleri kullanilarak normalize edilmistir. Hiicre 6liim oranin

%90 ve %50 oldugu degerler sirasi ile ICgo Ve ICsp olarak belirlenmistir.
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3.5.2. Hiicre Hatlarimin 180 ile Isaretlenmesi

% 100 doluluga ulasmis hiicre hatlar1, inkiibatdrden ¢ikarildiktan sonra ii¢ defa
izotonik NaCl ¢ozeltisi ile hizli bir sekilde yikanir. Daha sonra iginde %30 H2*®0O
igeren hiicre besiyeri 10 mL eklenerek 37°C’de tekrar inkiibe edilerek hiicrelerin
isaretlenmesi saglanir. Calismada isaretleme zamani olarak 1, 2 ve 5 dak denenerek
hiicre hatlar1 icin en uygun siire belirlenmistir. Isaretleme siiresi tamamlananlar
inkiibatorden ¢ikartilip H2*®0 igeren besi yeri uzaklastirildiktan sonra, izotonik NaCl
¢ozeltisi ile hizli bir sekilde yikanip tizerine 1 mL metanol:su (8:1, h/h) karisim
eklenmistir. Hafif bir sekilde petri kutusu ¢alkalandiktan sonra sivi azot i¢ine konarak
hiicrelerin  dondurulmasi saglanmistir. Dondurulmus hiicreler, hiicre kaziyici
yardimiyla kazinarak alinmustir. Petri kutusu tekrar 1 mL metanol:su (8:1, h/h)
karisimi eklenerek calkalanmis ve eliiatlar birlestirilmistir. 4 °C’de 15000 rpm’de
hiicreler ¢oktiiriildiikten sonra tiist faz 2 mL’lik ependorf tlipe transfer edilmis ve

siipernatantlar -20 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmugtir.
3.6. Metabolomik Analizler

Metabolomik analizler GC-MS ve LC-qTOF-MS yontemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3.6.1. GC-MS Temelli Metabolomik Analizler

-20°C’de saklanan numuneler derin dondurucudan ¢ikarilmis oda sicakligina
getirildikten sonra vakumlu santrifiijde kuruluga kadar ugurulmustur. Kurumus
numuneler 20 pL metoksiamin hidrokloriir (piridin iginde, 20 mg/mL) ile etiivde
30°C’de 90 dak tutularak metoksillendirilmislerdir. Daha sonra oda sicakligina
getirilen numuneler tizerine 80 pL N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit +trimetil-
klorosilan (MSTFA + %1 TMCS) eklenmis ve etliivde 37°C’de 30 dak bekletilerek
tirevlendirilmistir. Tirevlendirilen numuneler silillenmis GC-MS viallerine
aktarilmis ve sonrasinda DB5-MS kolon kullanilarak GC-MS sistemi ile analizleri
Tablo 3.1’de belirtilen optimize edilmis kosullarda gergeklestirilmistir. Elde edilen
kompleks kromatogramlar ayristirildiktan sonra piklerin alikonma zamanlari

SpectConnect yazilimi kullanilarak diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur.
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Metabolitlere ait pikler alikonma indeksli Fiehn ve Golm Database kiitiiphaneleri

kullanilarak aydinlatilmigtir.

Tablo 3. 1. GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.
DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25 mm i¢ ¢ap

Kolon
ve 0.25 pm film kalinlig1)

Firin sicaklign artist 60°C’den (1 dak tutulur)

Firin sicakhik programi
325°C’ye 10°C /dak artisla (10 dak tutulur)

Analiz siiresi 37.5 dak
Enjeksiyon hacmi 1uL

Tasiyic1 gaz akis hiza Helyum, 1 mL/dak
MSD gegcis sicakhig 290°C

Coziicii gecikme siiresi 5.90 dak

Kiitle arahig: 50-650 dalton

GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisleri
Excel (V:16.0.4849.1000, Microsoft, ABD) calisma dosyasina aktarilmis ve farkli
normalizasyon teknikleri kullanilarak normalize edilmistir. Data verilerindeki eksik
degerler, metabolit grubu i¢indeki en kiiciik derisimi yar1 degeri ile doldurulmustur.
Daha sonra bu veri matrisi SIMCA-P+ (V:13.0.3.0, Umetrics AB, Isve¢) programina
aktarilarak; PCA ve PLS-DA yontemleri ile incelenerek gruplarin ayirilmasinda

onemli olan metabolitler bulunmustur.
3.6.2. LC-gTOF-MS Temelli Metabolomik Analizler

-20 °C’den ¢ikarilan numuneler vakumlu santrifiijde tamamen kuruluga kadar
ucurulmus ve su:asetonitril (50:50, h/h) karigimi ile tekrar ¢Oziindirtilmusdiir.
Metabolitlerin analizleri C18 (150 mm x 3 mm, 3 um) kolon kullanilarak ve hareketli
faz olarak % 0.1 formik asit igeren su igeren (Hareketli faz A) ve % 0.1 formik asit
iceren asetonitril (Hareketli faz B) kullanilarak gradient eliisyon ile gerceklestirilmistir
(Tablo 3.2). Analizler negatif ve pozitif iyonizasyon modunda qTOF-MS sistemi
kullanilarak yapilmistir (Tablo 3.3). Analizler gradient eliisyon uygulanarak 30 dak’da
gerceklestirilmistir. EIde edilen kompleks kromatogramlar MSDIAL (V:3.70, RIKEN,
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Japonya) yazilimi kullanarak pikler ayristirilmig ve piklerin alikonma zamanlari
diizeltilerek veri matrisleri olusturulmustur. Olusan veri matrisindeki piklerin
tamimlanmas1 i¢in kalite kontrol numunelerinin (havuz edilerek olusturulan
numuneler) farkli ¢carpisma enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeylerinde uygulanarak elde

edilen MS/MS spektrumlari kiitiiphanelerde taranarak tanimlanmustir.

Tablo 3.2. LC-gTOF-MS temelli metabolomik analizler gradient eliisyon prgramu.

Zaman (dak) % Hareketli faz B*
0 10
1 10
10 90
11 90
15 10
25 10

*9% 0.1 formik asit iceren asetonitril

Tablo 3.3. LC-qTOF-MS cihaz parametreleri.

Pozitif iyonizasyon Negatif iyonizasyon

Kiitle arahg: 50-1700 amu 50-1700 amu
Tarama hiz1 (spektrum/sn) 2 2
Sprey voltaji(kV) 3500 3500
Skimmer voltaji (V) 65 65

Gaz sicakhg (°C) 325 325
Gaz akis1 (L/dak) 10 10
Nebulizer (psig) 45 45

3.6.3. Lipidomiks Analizler

Lipidomiks analizler LC-qTOF-MS sistemi ile gergeklestirilmistir. -20 °C’den
¢ikarilan numunelerin kloroform fazlar1 vakumlu santrifiijte tamamen kuruluga kadar
ucurulmus ve 200 pL izopropil alkol:asetonitiril (65:35, h/h) karisimi ile tekrar
¢ozlindlirilmiistiir. Lipit analizleri C18 (150 mm x 3 mm, 3 um) kolon ve hareketli faz
olarak % 0.1 asetik asit iceren 10 mM amonyum asetat (Hareketli faz A) ve % 0.1

asetik asit ve 10 mM amonyum asetat igeren izopropil alkol:asetonitiril (30:70, h/h)
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(Hareketli faz B) kullanilarak gradient eliisyonda gergeklestirilmistir (Tablo 3.4).
Hareketli faz akis hiz1 0.3 mL/dak ve kolon firin sikalig1 65 °C’ye ayarlanmistir.
Analizler negatif ve pozitif iyonizasyon modunda qTOF-MS sistemi kullanilarak
yapilmistir (Tablo 3.3). Analizler gradient eliisyon uygulanarak 30 dak’da
gerceklestirilmistir. Elde edilen kompleks kromatogramlar MSDIAL yazilimi
kullanarak pikler ayristiritlmis ve piklerin alikonma zamanlar diizeltilerek veri
matrisleri olusturulmustur. Olusan veri matrisindeki piklerin tanimlanmasi i¢in kalite
kontrol numunelerinin (havuz edilerek olusturulan numuneler) farkli ¢arpisma enerji
(10, 20 ve 40 eV) diizeylerinde uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlarin

kiitiiphanelerde taranarak tanimlanmustir.

Tablo 3.4. Lipidomiks analizler gradient eliisyon prgrami.

Zaman (dak) % Hareketli faz B*
0 35
11 90
12 95
14 35

*% 0.1 asetik asit vel10 mM amonyum asetat i¢eren izopropil alkol:asetonitiril (30:70, h/h)

3.7. Fluksomiks Analizler

Monofosfat igeren metabolitlerin  analizleri GC-MS sistemi ile
gerceklestirilmistir.(tablo  3.5.)GC-MS ile analizler gergeklestirilmeden Once
numuneler MSTFA tiirevlendirme ajani kullanilarak Boliim 3.6.1°de anlatildigr gibi
tirevlendirme gergeklestirilmistir. Tiirevlendirilmis metabolitlerin 80 isaretleme
yiizdelerinin hesaplanmast Tablo 3.6-3.8’de verilen m/z degerlerine gore
gerceklestirilmistir. Secilen bilesiklerin fragmentlerine ait her bir isaretlenmis oksijen
icin kiitledeki 2 m/z birimlik artisina denk gelecek olan piklerin alanlarinin
hesaplanmast ile belirlenmistir. Ornegin G3P igin %0 (ana iyon 357 m/z), 180y, 80
ve 803 icin sirasiyla 357 (molekiiler iyon-%0) , 359 (*¥0; +2), 361 (*%0, +4) ve 363
(*803 +6) m/z degerlerindeki pik alanlar1 hesaplanarak 20 ile isaretlenme yiizdesi

hesaplanmustir.
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Optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan -20°C’de saklanan isaretlenmis
numuneler derin dondurucudan ¢ikarilip oda sicakligina getirildikten sonra 400 pL’si
vakumlu santrifiijde kuruluga kadar ugurulmustur. GC-MS ile analizler
gerceklestirilmeden Once numuneler Bolim 3.6.1°de anlatildign gibi MSTFA
tirevlendirme ajami  olarak kullanilarak tiirevlendirilmistir. GC-MS cihaz
parametreleri Tablo 3.5’ de verimistir. Tiirevlendirilmis metabolitlerin ‘20 isaretleme
yiizdelerinin hesaplanmasi Tablo 3.6 - 3.8’de verilen m/z degerlerine gore

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. 180 izotop analizleri igin GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.
Cihaz GC-MS/QP2010 Ultra (Shimadzu)
DB5-MS kolon (30 m+10 m draguard; 0.25

Kolon
mm i.¢. ve 0.25 um film kalinlig1)

Firin sicakligr artist 60 °C’den (1 dak tutulur)

Firin sicakhik program
325 °C’ye 5 °C /dak (5 dak tutulur)

Analiz siiresi 59 dak
Enjeksiyon hacmi 1puL
Tasiyic1 gaz akis iz 1 mL/dak
MSD gecis sicakhigi 290 °C
Coziicii gecikme siiresi 5.90 dak

Kiitle arahig: 50-600 dalton
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Tablo 3.6. Monofosfat igceren metabolitlerin TMS tiirevlerinin 180 isaretleme
yiizdesinin hesaplamasinda kullanilan m/z degerleri.

Ahkonma 160 1801 1802 1803 18c)4 18c)5 18c)6 1807
indeksi*

3-Fosfogliserat 1485 299 301 303 305

Fosfoenolpiruvat 1276 369 371 373 375

Fosfokolamin 1459 299 301 303 305

Fosfo-L-treonin 1497 299 301 303 305

Fosfoserin 1517 299 301 303 305

Gliserol-3-fosfat 1439 357 359 361 363

Glikoz-6-fosfat 1994 387 389 391 393

Inorganik fosfat 951 299 301 303 305 307

Monometilfosfat 850 241 243 245 247

Pirofosfat 1345 451 453 455 457 459 461 463 465

* Yag asidi metilesterleri (FAME) kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 3.7. Krebs dongiisii’nde yer alan metabolitlerin 180 isaretlenme yiizdesi i¢in
kullanilan m/z degerleri.

ﬁlél;ﬁlslil:a 6o 180, B0, 180, $0, B0, #0, 80,
a-ketoglutarik asit 1250 288 300 302 304 306 308
Cis-akonitat 1423 375 377 379 381 383 385 387
Fumarik asit 1025 225 247 249 251 253
izositrik asit 1498 465 467 469 471 473 475 477 479
Malik asit 1165 233 235 237 239 241 243
Okzoloasetik asit 1139 290 292 294 296 298 300
Sitrik asit 1494 465 467 469 471 473 475 477 479
Siiksinik asit 990 247 249 251 253 255

* Yag asidi metilesterleri (FAME) kullanilarak hesaplanmigtir.
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Tablo 3.8. Diger fosfat icermeyen metabolitlerin 180 isaretlenme yiizdesi igin
kullanilan m/z degerleri.

Alhkonma 160 1801 1802 1803 1804
indeksi*
Alanine 778 190 192 194
Aspartik asit 1195 245 247 249 251
Fenilalanin 12226 222 224 226
Gliserol 950 205 207 209 211
Glutamik asit 1207 276 278 280 282 284
Hipotaurin 1277 241 243 245
Hippiirik asit 1523 206 208 210 212
Izolosin 853 188 190 192
Kreatinin 1233 329 331
Laktik asit 733 219 221 223 225
Losin 831 188 190 192
Metiyonin 1087 221 223 225
Oleik asit 1892 339 341 343
Palmitik asit 1720 313 315 317
Piirivat 722 174 176 178 180
Serine 932 219 221 223 225
Stearik asit 1916 341 343 345
Treonin 971 219 221 223 225
Ure 924 189 191
Valin 892 218 220 222

* Yag Asidi Metilesterleri (FAME) kullanilarak hesaplanmistir.

3.7.1. Fosfoniikleotitlerin 80 Izotop Analizleri

Fosfoniikleotitlerin 80 isaretlenme yiizdeleri LC-qTOF-MS sistemi ile
gerceklestirilmistir. Analizler % 5 asetonitril igeren 20 mM amonyum karbonat pH 9
(harektli faz A) ve % 5 su iceren asetonitril (hareketli faz B) hareketli fazlari
kullanilarak ZIC-pHILIC (150 mm x 2.1 mm, 5 pm) kolonda 0.17 mL/dak hareketli

faz akis hizinda ve 30 °C kolon firin sicakliginda gergeklestirilmistir. Analizlerde
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gTOF-MS sistemi negatif iyonizasyon modunda kullanilmistir (Tablo 3.3). Analizler

gradient eliisyon uygulanarak 30 dak’da gerceklestirilmistir (Tablo 3.9).

Fosfoniikleotitlerin isaretlenme yiizdeleri Mass Hunter yazilimi (V:B.07.00, Agilent,

ABD) kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 3.9. Fosfoniikleotitlerin 180 izotop analizleri gradient eliisyon prgrami.

Zaman (dak)

% Hareketli faz B*

1
15
25
26

95
50
5
5

*% 5 su igeren asetonitril
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Caco-2 ve FHC hiicre kiiltiirii galismalarin Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) ile gergeklestirilmistir. Tiim kiiltiirler 37°C ve %5 CO2 igeren ortamda
muhafaza edilmis ve %100 doluluga ulagmis hiicre hatlarinda hasat islemi

gerceklestirilmistir.
4.2. Kemoterapdétiklere Direngli Caco-2 Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi:

Calismada Caco-2 hiicrelerinde direng gelistirmek {izere kolorektal kanser
tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotiklerden 5-FU ve CIS i¢in Caco-2 ve FHC
hiicre hatlarinda direng gelistirilmistir. Direngli hiicre hatlariin gelistirilmesi i¢in 5-
FU ve CIS kemoterapdétiklerinin Caco-2 hiicrelerinde 1Cso degerleri sirasiyla 276
ug/mL ve 151 pg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.1-4.2). 1Cso degerleri
dogrultusunda Caco-2 hiicre hattinda direng gelistirilmesi ¢aligmalar1 her iki

kemoterapétik igin gergeklestirilmistir.

88
86
84
82
80
78
76 L)

74
0 05 1 15 2 2.5

Log (5 Florourasil, pM)

Nortmalize edilmis % Canlilik

Sekil 4.1. 5-FU’in Caco-2 hiicrelerinin % canlilifina etkisi
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Sekil 4.2. Farkl1 derisimlerde C1S’ nin Caco-2 hiicrelerinin % canliligina etkisi

4.3. Metabolomik ve Lipidomik Analizler

Kolorektal kanseri alanindaki arastirmalarda in vitro hiicre kiiltiirii modeli
olarak kullanilan Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinin ila¢ direncine bagl olarak degisen
metabolomik profilleri GC-MS (Bolim 3.6.1) ve LC-qTOF-MS (Bolim 3.6.2)
yontemleri ile lipidomiks ¢alismalari ise LC-qTOF-MS (Boéliim 3.6.3) yontemi ile
incelenmistir. Bu amagla FHC ve Caco-2 hiicre hatlarina iki farkli kematérapotik ajan
ile gelistirilen direng ¢alismalarina ait numunelerde alt1 tekrarli olarak GC-MS ve LC-
gTOF-MS ile analizler gergeklestirilmistir. Bu analizlere ait 6rnek kromatogramlar
Sekil 4.3 ve 4.4 (metabolomiks caligmalar i¢in) ve Sekil 4.5°de (lipidomiks)

verilmistir.
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Sekil 4.3. Caco-2 hiicre hattina ait numune GC-MS kromatogramu.

[l I ——

Sekil 4.4. Metabolomiks analizleri i¢in elde edilen LC-qTOF-MS kromatogramlari A)
Negative iyonizasyon modu, B) Pozitif iyonizasyon modu.
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Sekil 4.5. Lipidomiks analizleri igin elde edilen LC-qTOF-MS kromatogramlari A) Negative
iyonizasyon modu, B) Pozitif iyonizasyon modu.

4.4. \Veri Analizi

Biiyiik olgekli hedeflenmemis metabolomik analizler de yasanan en biiyilik
problemlerden biri ise numune hazirlama ve cihazdan gelen varyasyonlardir. Bu
varyasyonlar farkli normalizasyon teknikleri kullanilarak ortadan kaldirilabilir. Tez
calismamizda normalizasyon etkisi 6zellikle varyasyonun ¢ok yiliksek oldugu GC-MS

verilerinde denenerek optimize edilmistir.

GC-MS analizlerinden elde edilen ham verilere normalizasyon teknikleri
denenerek veri lizerindeki varyasyon en aza indirilmeye calisilmistir. Bu amagcla
normalizasyon teknikleri (ortanca ve TPN) ve dlgeklendirme tekniklerinin (merkezi,
otomatik, aralik ve paretro) veri tlizerindeki etkileri degerlendirmek igin PCA
grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.6-4.8). Normalizasyona bagli olarak elde
edilen temel bilesen 1 (PCA1) ve temel bilesen 2 (PCA2) degerleri Tablo 4.1-4.3’de

verilmistir.
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Tablo 4.1. Normalizasyon etkisinin temel bilesen 1’°e etkisi.
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Normalizasyon

Olgeklendirme Ham veri Ortanca TPN
Ham veri 50.9 50.8 48.4
Ortalamay1 merkezleme 50.9 50.8 48.4
Paretro 343 40 327
Otomatik 30.9 41 32.9
Aralik 34.8 44.5 34.2
Tablo 4.2. Normalizasyon etkisinin temel bilesen 2’ye etkisi.
o . Normalizasyon
Olgeklendirme Ham veri Ortanca TPN
Ham veri 18.1 23.4 21
Ortalamay1 merkezleme 18.1 234 21
Paretro 27.6 23.5 29.2
Otomatik 11.2 10.2 135
Aralik 12.4 11.2 15.1
Tablo 4.3. Normalizasyon etkisinin ilk iki temel bilesen {izerine etkisi.

o . Normalizasyon
Olgeklendirme Ham veri Ortanca TPN
Ham veri 69 74.2 69.4
Ortalamay1 merkezleme 69 74.2 69.4
Paretro 61.9 63.5 61.9
Otomatik 42.1 51.2 46.4
Aralik 47.2 55.7 49.3

TPN ve otomatik ol¢eklendirme teknigi; elde edilen diisiik varyasyon

degerlerinden dolayr metabolomik verilerin normalizasyonu i¢in segilmistir.

Bu

normalizasyon basamaklar: kullanilarak elde edilen veriler metabolomik profillerin

incelenmesinde kullanilmistir (Sekil 4.9). TPN ve otomatik 6l¢eklendirme teknigine

dayanan normalizasyon basamaklari GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerinden elde

edilen verilere uygulanmis ve sonuclar Tablo 4.4-4.6’da verilmistir.
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Component 1 (9.1 %)

Sekil 4.9. Caco-2 ve FHC hiicre hatlarina ait GC-MS metabolomik profillerine ait
PLS-DA skor grafigi.

Tablo 4.4. GC-MS analizi sonucunda tanimlanan metabolitler ve bagil derigsimleri*.

Caco-2 FHC
Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
1-hexadecanol -0.12+0.04  -0.17+0.03 -0.19+0.02 | -0.17+0.02 0.81+0.92 -0.16£0.03
1-methyl nicotinamide -0.68+0.13 -0.20+0.10 0.10£0.13 0.2440.28 1.56+0.34 -1.03+0.24
2,3-dimethylsuccinic acid -0.44+0.55  -0.64+0.26  0.01+0.20 1.05+0.41 0.18+0.29  -0.17+0.11
2-amino-1-phenylethanol 0.37+0.28 -0.16+0.18 0.84+0.21 0.04+0.27 0.09+0.56 -1.18+0.23
2-butyne-1,4-diol 0.52+0.67 0.08+0.14 -0.13+£0.09 0.13+0.28 -0.43+0.52  -0.17+0.23
2-hydroxybutyric acid -0.59+0.01 -0.38+0.05 -0.35+0.05 | -0.50+0.02 1.89+0.23 -0.06+0.42
2-hydroxypyridine -0.35+0.50  -0.39+0.15 0.19+0.29 0.48+0.43 -0.42+0.35 0.48+0.38
2-ketoisocaproic acid -0.20+0.25 -0.50+0.31 0.68+0.30 -0.55+0.18 1.04+0.52 -0.46+0.15
2-keto-L-gulonic acid -0.21+£0.20 0.26+0.34 0.03+0.26 1.14+0.40 -0.97+0.12  -0.24+0.42
2-phosphoglyceric acid -0.29+0.09 1.03+0.69 0.73£0.28 | -0.37£0.08  -0.54+0.00  -0.56+0.00
3-hexenedioic acid -0.15+0.22  -0.56+0.34 0.14+0.07 0.40+0.11 -0.50+0.10 0.67+0.76
3-indolelactic acid -0.55+0.04  -0.44+0.05  -0.29+0.05 | -0.44+0.03 1.7840.25  -0.05+0.49
3-methyl-2-oxobutanoic acid 0.70+0.65 0.19+0.06 -0.10+0.09 0.21+0.25 -0.75+0.48  -0.26+0.21
3-phenyllactic acid -0.57+0.03  -0.41+£0.06  -0.48+0.01 -0.37+0.04 1.95+0.20 -0.12+0.38
3-phosphoglyceric acid -0.63+0.06  -0.35+0.12  -0.42+0.06 | -0.08+0.13 1.76+0.53 -0.28+0.06
4-guanidinobutyric acid -0.90+0.08  -1.04+0.02 0.12+0.15 0.52+0.28 -0.06+0.13 1.35+0.42
4-hydroxy-L-proline -0.66+0.05 -0.31+0.11 -0.48+0.06 | -0.26+0.14 1.51+0.61 0.20+0.18
4-hydroxyphenylacetic acid -0.60+0.05 -0.72+0.13 -0.52+0.09 0.56+0.20 0.63+0.19 0.65+0.70
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Caco-2 FHC
Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU

5-hydroxy-L-tryptophan -0.98+0.08  0.04+0.53 0.27+0.44 0.81+0.29 0.02+0.23 -0.16+0.27
Alanine -0.82+0.01 -0.67+0.02  -0.46+0.06 | -0.51+0.12 1.51£0.32 0.954+0.23
Allo-inositol -0.08+£0.51  -0.12+0.34  -0.43+0.13 0.05+0.34 1.16+0.38 -0.59+0.09
Alpha ketoglutaric acid -0.63+0.05  -0.15+0.11  -0.23+0.10 | -0.58+0.08 1.78+0.46 -0.20+0.26
Alpha-glucosamine -0.73+0.03 -0.62+0.02  -0.66+0.03 0.49+0.18 -0.10+0.18 1.62+0.45
phosphate

Arachidic acid 0.29+0.39  -0.23£0.23  -0.43+0.23 | -0.36+0.15 0.72+0.70 0.00+0.22
Aspartic acid -0.77+£0.02  -0.64+0.03 -0.73+0.01 0.57+0.40 0.34+0.34 1.23+0.34
Benzoic acid 0.14+0.60 0.08+0.28 0.19+0.32 0.60+0.33 -0.68+0.38  -0.32+0.14
Beta-alanine -0.59+0.02  -0.58+0.01 -0.52+0.02 | -0.21+0.07 2.02+0.34 -0.12+0.03
Beta-glycerolphosphate -0.90+0.03 1.02+0.31 -0.18+0.09 | -0.75+0.03 1.28+0.37 -0.48+0.09
Capric acid 0.46+0.67 -0.23+0.20 0.26+0.27 0.39+0.30 -0.77+0.35 -0.12+0.13
Caprylic acid 0.57+0.74  -0.01+£0.11  -0.03+0.25 0.46+£0.19  -0.76+0.30  -0.23+0.18
Cholesterol -0.29+£0.08  -0.30+0.02 0.46+0.73 -0.39+0.03 0.16+0.21 0.37+0.53
Cis-aconitic acid -0.66+0.03  -0.59+0.05  -0.57+0.02 | -0.15+0.10  2.05+0.26  -0.08+0.05
Citraconic acid -0.44+0.14 0.50+0.81 -0.55+0.11 0.03+0.15 0.60+0.28 -0.14+0.06
Citric acid -0.79+£0.01  -0.66£0.06  -0.64+0.02 | 0.10+0.16 1.95+0.23 0.04+0.08
Creatinine -0.76+0.01 -0.53+0.03 -0.71+£0.02 0.024+0.18 1.7440.40 0.25+0.18
Cytidine -1.00+£0.05  -0.59+0.06  -0.72+0.03 0.13+0.15 1.48+0.38 0.69+0.20
Cytindine-5-monophosphate -0.82+0.15  -0.67£0.16  -0.75+0.07 0.12+0.12 1.75+£0.27 0.36+0.14
Dihydroxyacetone phosphate 0.71£0.46  -0.93+£0.12  -0.22+0.24 | 0.14+0.28 -0.61+£0.14  0.91+0.39
Fumaric acid -0.40+0.00  0.64+0.90  -0.33+0.01 | -0.21+0.05  0.36+0.09  -0.06+0.09
Galacturonic acid -0.53+0.16  -0.81+0.03 -0.81+0.03 0.01+0.17 1.67+0.25 0.48+0.28
Glucoheptonic acid -0.87+0.01 -0.63£0.04  -0.74+0.02 0.48+0.27 1.66+0.30 0.10+0.16
Gluconic acid 0.35+0.22 1.19+0.29 0.10+0.15 0.56+0.22 -1.1440.11 -1.06+0.22
Gluconic acid lactone -0.22+0.19 0.23+0.33 0.03+0.26 1.17+0.44 -0.93£0.14  -0.28+0.39
Glucosaminic acid -0.04+0.19 0.22+0.12 0.16+0.14 1.54+0.24 -1.3440.15 -0.54+0.26
Glucose 0.32+0.21 0.64+0.09 0.34+0.13 0.99+0.16 -1.57£0.17  -0.73+£0.27
Glucose-6-phosphate -0.56+£0.00  -0.53+0.02  -0.55+£0.01 | -0.09+0.16 1.78+0.51 -0.05+0.11
Glutamic acid -0.82+0.01 -0.57+0.05 -0.71£0.02 0.01£0.15 1.594+0.43 0.50+0.23
Glutathione reduced -0.96+0.03 -0.73+0.09  -0.71x0.07 0.46+0.20 0.44+0.20 1.49+0.34
Glyceraldehyde -0.74+0.27 0.52+0.46 -0.16+0.54 0.30+0.35 -0.38+0.22 0.45+0.14
Glyceraldehyde 3-phosphate 0.20+0.40 0.40+0.33 0.63+0.17 0.48+0.29  -0.93£0.26  -0.78+0.37
Glyceric acid -0.33+0.21 0.38+0.30 0.41£0.30 | -1.12+0.07 1.37+0.21 -0.70+0.16
Glycerol 0.57+0.75 0.43+0.51 -0.32+0.05 -0.08+0.08  -0.46+0.05 -0.13+£0.03
Glycerol 1-phosphate -0.97+0.03 1.07+0.31 -0.21£0.12 | -0.61+0.02 1.24+0.38 -0.52+0.02
Glycine -1.08+0.21 -0.50+0.05 -0.34+0.19 1.01+0.35 0.68+0.32 0.22+0.40
Glycolic acid 0.45+£0.24  -0.05+0.04 1.01+£0.22 | -1.24+0.06  0.21+0.32 -0.39+0.51
Heptadecanoic acid -0.09+0.11 -0.30+0.03 -0.39+0.02 | -0.20+0.02 1.14+0.83 -0.15+0.03
Homoserine 1 -0.60+0.03 -0.39+0.06  -0.60+0.10 | -0.13+0.14 1.74+0.53 -0.02+0.06
Homoserine 2 0.17+0.57 -0.67+0.12  -0.39+0.19 0.35+0.18 0.08+0.54 0.47+0.31
Hypotaurine -0.59+0.08  -0.28+0.19  -0.55+0.11 0.02+0.24 1.66+0.50 -0.26+0.14
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Caco-2 FHC
Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
Isoleucine 1 0.94+0.18 0.49+0.22 1.16£0.17 | -1.09+£0.09  -1.02+0.16  -0.48+0.11
Isoleucine 2 0.75+0.31 0.67+0.36 0.9740.12 | -1.08+0.12  -0.69+0.19  -0.62+0.14
Itaconic acid 0.22+0.60 0.08+0.16 0.03+0.14 0.52+0.42 -0.70+£0.45  -0.15+0.22
Lactamide -0.18+0.18 0.24+0.10 -0.11+0.13 -0.93+0.01 1.59+0.39 -0.60+0.35
Lactic acid 0.87+0.38 0.08+0.24 0.09+0.32 | -0.97+0.05 0.02+0.30  -0.08+0.53
Lactose -0.39+0.01 -0.29+0.04  -0.28+0.09 0.36+0.46 0.83+0.74 -0.22+0.04
Lauric acid 0.43+0.65 -0.13+0.19  0.09+0.32 0.53+0.27 -0.81+£0.34  -0.12+0.14
Leucine 0.92+0.18 0.52+0.19 1.16+0.16 -1.09£0.09  -1.04+0.18  -0.48+0.11
Lysine -0.18+0.31 0.89+0.12 -0.52+0.31 1.20+0.19 -0.97+£0.19  -0.42+0.28
Lyxose -0.32+0.20 0.15+0.21 -0.06+0.21 1.61+0.22 -1.23£0.12  -0.15+0.27
Lyxosylamine -0.49+0.05  -0.54+0.00  -0.51+0.03 | -0.22+0.07  2.06+0.32 -0.31+0.02
Malic acid -0.81+0.01 -0.61+£0.05  -0.56+0.03 -0.11+£0.19 1.77£0.27 0.324+0.31
Malonic acid 0.96+0.70 0.22+0.14  -0.43+0.17 | 0.02£0.19  -0.73£0.18  -0.04+0.28
Mannitol 0.76+0.47 -0.09£0.07  -0.68+0.13 -0.75+0.18 1.08+0.18 -0.33+0.43
Mannose -0.95+0.06 1.04+0.43 0.07+0.32 0.58+0.35 -0.21£0.27  -0.53+0.21
Methionine -0.04+0.44 -0.06+0.44 -0.50+0.02 -0.41+£0.07 1.344+0.43 -0.33+0.05
Methyl oleate -0.06£0.40  0.20+0.24 0.19+0.26 0.55+0.51 -0.55+0.30  -0.33+0.46
Methyl palmitate 0.00+0.20 0.16+0.33 -0.38+0.20 -0.39+0.13 1.20+0.63 -0.59+0.14
Methylmalonic acid 0.21+0.37 0.66+0.30 0.66+0.21 -1.19+0.38  0.04+024  -0.38+0.28
Mimosine -0.37+£0.38 -0.83+0.08 -0.66+0.14 -0.18+0.12 1.62+0.16 0.42+0.29
Mucic acid -0.47£0.01  -0.42+0.01  -0.47+0.01 | -0.38+0.03 2.11+0.28 -0.37+0.01
Myo-inositol -1.27+0.03 -0.26+0.14 -0.83+0.07 0.90+0.27 1.25+0.14 0.21+0.23
N-acetylglucosamine -0.09+0.14  -0.47+0.06 0.00+0.09 1.75+0.37 -1.03£0.17  -0.17£0.23
N-acetylglutamic acid -0.66+0.03  -0.61+0.07  -0.74+0.03 | -0.15+0.15 0.58+0.23 1.59+0.43
N-acetylmannosamine -0.45+0.00  -0.46+0.01 -0.45+0.00 | -0.14+0.02 1.53+0.69 -0.03+0.04
N-methylanthranilic acid 0.79+0.68 0.12+0.31 -0.24+0.11 -0.29+0.16 -0.25+0.38 -0.12+0.28
Oleic acid 0.62+0.22 -0.14+0.03 -0.19+0.13 -0.38+0.04 0.49+0.86 -0.41+0.05
Oxalic acid -0.02+0.50 0.05+0.25 0.46+0.10 0.45+0.19 -1.09+0.51 0.16+0.27
Palmitoleic acid 0.30+0.58 -0.31+0.00  -0.33%0.01 0.49+0.68 0.14+0.27 -0.29+0.02
Pantothenic acid -0.37+0.25 1.724£0.29 0.01+0.17 -0.22+0.22 -0.33+0.29 -0.81+0.11
Phenylalanine -0.19+0.45 -0.98+0.06  -0.59+0.12 0.17+0.22 0.92+0.41 0.67+0.29
Phosphocolamine -0.74+0.06 1.20+0.39 0.16+0.12 -0.51+0.08 0.79+0.41 -0.91£0.00
Phosphoglycolic acid 0.68+0.18 0.89+0.41 0.89+0.17 | -0.40+0.07  -1.11+0.07  -0.95+0.05
Phosphoric acid 0.00+0.35 0.48+0.13 -0.15+0.16 0.90+0.34 -1.43+0.22 0.22+0.34
Porphine -0.50£0.54  -0.35+0.16  -0.14+0.12 0.59+0.40 -0.14+0.46 0.54+0.31
Proline -0.33+£0.06 -0.11+0.14 -0.13+0.08 -0.64+0.01 1.66+0.60 -0.46+0.05
Purine riboside -0.70+0.01 -0.64+0.02  -0.66+0.00 0.20+0.17 1.60+0.50 0.21+0.17
Putrescine 1.14+0.50 -1.15+0.05 0.15+0.18 0.69+0.15 -0.60+0.17  -0.23+0.20
Pyridoxine -0.24+0.18 0.22+0.33 0.01+£0.25 1.12+0.43 -0.91+0.14  -0.21+0.44
Pyroglutamic acid -0.62+0.02  -0.73+£0.08  -0.81£0.02 0.01£0.18 0.64+0.20 1.5240.42
Pyrophosphate -0.68+0.25 0.59+0.54 -0.66+£0.24 0.15+0.31 -0.01+0.19 0.60+0.39
Ribitol -0.72+0.07  -0.46+0.04  -0.60+0.06 | -0.05+0.17 1.96+0.29 -0.14+0.15
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Caco-2 FHC
Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
Ribonolactone -0.46+0.10  -0.92+0.06  -0.83+0.06 0.23+0.07 0.43+0.18 1.54+0.43
Ribose-5-phosphate -0.86+0.12  -0.15+0.16  -0.55+0.07 | -0.16+0.10 1.86+0.37 -0.13+0.15
Ribulose-5-phosphate -0.36+£0.09  -0.52+0.06  -0.51+0.05 | -0.18+0.12 1.72+0.57 -0.15+0.10
Saccharic acid -0.51+£0.01  -0.46+0.01  -0.48+0.01 | -0.35£0.05  2.12+0.25  -0.32+0.02
Serine 0.67+0.21 -0.76+£0.10  -0.10+0.31 1.18+0.29 -0.73£0.46  -0.26+0.13
Spermidine -0.58+0.12 0.31+0.47 0.61+0.59 0.17+0.25 -0.14+0.22  -0.38+0.34
Squalene -0.15£0.01  -0.17+0.01  -0.17+£0.01 | -0.18+0.00 0.83+0.91 -0.16+0.01
Succinic acid -0.63+0.19  -0.69+0.08  -0.74+0.03 0.44+0.21 1.78+0.17 -0.16+0.24
Sucrose -0.35£0.05  -0.27+0.05  -0.30+0.04 | -0.15+0.03 1.06+0.85 0.01+0.05
Tagatose -0.19+0.13 -0.12+0.12  -0.14+0.08 1.10+0.48 -0.54+0.24  -0.11+0.61
Tartaric acid 0.68+0.73 -0.17£0.10  -0.35+0.19 | 0.17+0.29  -0.46+0.30  0.14+0.26
Threitol -0.77+0.17 -0.42+0.27 -0.37+£0.20 -0.13+0.44 1.154+0.38 0.54+0.26
Threonine -0.94+0.17  -0.62+0.14  -0.35£0.12 | 0.42+0.25 1.27+0.43 0.22+0.36
Thymine -0.67+0.05  -1.13+0.16 1.01£0.20 -0.16+0.13 0.80+0.36 0.16+0.43
Trehalose -0.17£0.00  -0.17+0.00  -0.17+0.00 | -0.16+0.00  -0.16+0.01 0.83+0.91
Tryptophan -0.58+0.26  -0.38+0.22  -0.07+0.23 1.71+£0.34 -0.59+£0.18  -0.09+0.17
Tyrosine -0.64+0.41  -0.43+0.19  -0.12+0.15 1.13+0.29 -0.07+0.48 0.12+0.35
Uracil -0.51+0.32 -0.65+0.11 -0.83+0.07 -0.02+0.07 0.99+0.32 1.01+0.42
Urea 0.05+0.58 0.08+0.52 -0.07+0.13 0.08+0.24 -0.57+0.42 0.43+0.16
Valine 0.78+0.28 0.51+0.20 1.10+0.17 -1.10+0.15 -1.03+£0.19 -0.27+0.17
Xylitol -0.82+0.14  -0.12£0.10  -0.39+0.03 -0.06+0.08 1.87+0.41 -0.49+0.06

*TPN ve otomatik 6l¢eklemeye gore normalize edilmis verilerin ortalama + standart hata’s1

Tablo 4.5. LC-gTOF-MS ile ger¢eklestirilen metabolomiks analizler sonucunda ile

elde edilen metabolitler ve bagil derisimleri.

Caco-2 FHC

Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
(2-benzyl-2,4,6-trihydroxy-2,3- 0.74£0.49  -0.41£0.35  -0.22+0.51 0.06+0.33 -0.28+0.24  -0.05+0.23
dihydro-1-benzofuran-3-
yl)oxidanesulfonic acid
(Dodecyloxy)sulfonic acid 0.23+022  -0.03+0.14  -0.51+0.05 | -0.10£0.14  -0.59+0.03 1.33+0.78
(R)-3-Hydroxy-Octadecanoic 1.16+0.46 0.12+0.48 0.23+£0.41 -0.16+0.21 -0.52+0.17  -0.43+0.19
acid
(S)-a-Amino-2,5-dihydro-5-oxo- -0.04+0.41 -0.14+0.28 -0.64+0.12 -0.34+0.15 1.194+0.37 -0.24+0.44
4-isoxazolepropanoic acid N2-
glucoside
[5-(3,7-dihydroxy-3,4-dihydro- 0.53+0.61  -0.23+0.14  -0.25+0.26 | -0.42+0.17  -0.14+0.37  -0.04+0.17
2H-1-benzopyran-2-yl)-2-
hydroxyphenyl]oxidanesulfonic
acid
(2-hydroxy-5-[(2E)-3- -0.06+0.20  -0.18+0.20  -0.65+0.03 0.18+0.44  -0.10£0.13  -0.77+0.03
phenylprop-2-
enoyl]phenyl)oxidanesulfonic
acid
12,13-DHOME 1.04£0.96  -0.29+0.00  -0.29+0.00 | -0.19+0.06  -0.06+0.09 0.00+0.10
16-Dehydroprogesterone 0.52+0.53  -0.54+0.31  -0.23+0.39 | -0.10£0.24  -0.27+0.22 1.00+0.22
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Caco-2 FHC

Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
1-hexadecyl-glycero-3-phosphate 1.18+0.53 0.13+0.33 -0.18+0.29 | -0.32+0.30  -0.84+0.19  -0.08+0.22
1-Piperidinecarboxaldehyde 0.32+0.29 -0.39+0.11 -0.16+0.18 0.62+0.42 -0.58+0.08 -0.43+0.10
2-Arachidonylglycerol -0.06+0.50  -0.21+0.44 0.37+0.33 0.38+0.42 -0.06+0.33  -0.36+0.36
2-Glyceryl-prostaglandin H2 0.25+0.28  -0.06+0.54  0.11+0.52 -0.20+£0.19  -0.18+0.36 0.24+0.50
2-oxo-nonadecanoic acid 1.04£0.39  -0.31+0.23 0.32+0.42 0.23+0.47 -0.30+0.17  -0.41+0.39
2-Thiophenethiol 0.76+£0.53  -0.11+0.36  0.11+0.41 -0.47+0.27  -0.05+£0.30  -0.14+0.42
3'-(2",3"-Digalloylglucosyl)- -0.58+0.16  0.49+0.15  0.10£0.09 | 0.90+0.33  0.02£0.65  -1.08+0.04
phloroacetophenone
3-(2,4-dihydroxy-3,5- 1.30£0.61  -0.10£0.27  0.12+0.42 0.02+0.19  -0.78+0.20  -0.27+0.11
dimethoxyphenyl)prop-2-enoic
acid
3-(4-Hydroxyphenyl)lactate -0.44+0.05  -0.34+0.03  -0.32+0.04 | -0.15+0.04 1.69+0.74 -0.42+0.11
3,4,5-trihydroxy-6-(2,4,6- -0.45+0.10 0.06+0.04 -0.25+0.06 -0.21£0.14 0.03+0.17 -0.11£0.16
trihydroxyphenoxy)oxane-2-
carboxylic acid
3-Carbamoyl-2- 0.68+0.51 -0.38+0.16 0.05+0.22 -0.30+0.15 0.23+0.38 0.08+0.70
phenylpropionaldehyde
3H-1,2-Dithiole-3-thione 0.06+0.29 0.38+0.46 0.17+0.33 -0.474£0.32  -0.70+0.10 0.34+0.30
3-Hydroxy-2H-pyran-2-one -0.75+0.06  -0.35+0.09 0.34+0.13 -0.40+0.07 0.05+0.19 -0.64+0.03
5'-Methylthioadenosine -0.83£0.01  -0.71+£0.02  -0.74+0.02 | -0.26+0.10 0.57+0.27 1.06+0.56
6-[4-(3-carboxyoxiran-2-yl)-2- 1.61£0.48  0.37+024  0.04+0.31 | -0.46+0.17  -0.85+0.13  -0.69+0.09
methoxyphenoxy]-3,4,5-
trihydroxyoxane-2-carboxylic
acid
6-[5-(2-([2-(3,4- -0.74£0.02  -0.40£0.08  -0.47+0.08 | 0.01£0.24  1.61£0.66  0.10+0.27
dimethoxyphenyl)ethyl]-C-
hydroxycarbonimidoyl)eth-1-en-
1-yl)-2-methoxyphenoxy]-3,4,5-
trihydroxyoxane-2-carboxylic
acid
7-Hydroxy-3-oxocholanoic acid 1.16+0.76  -0.15+£0.15  -0.09+0.14 | -0.22+£0.14  -0.53+£0.08  -0.44+0.11
8-HETrE 1.98+0.40 -0.54+0.10 -0.61£0.10 0.2240.26 -0.46+0.13 -0.40+0.18
Alpha-CEHC -0.23+0.30 0.54+0.21 0.78+0.36 -0.70+0.13 -0.52+0.19 0.41+0.69
Cer(d18:0/16:0) 0.15+0.42 -0.46+0.09 0.28+0.42 -0.14+0.22 -0.41+0.18 0.72+0.71
Cer(d18:0/17:0) 0.33+0.20 -0.49+0.16 -0.38+0.17 0.39+0.41 -0.50+0.14 0.51+0.47
Ceriporic acid C 0.95+0.55 0.34+0.47 -0.14+0.35 | -0.01+0.35  -0.43+0.18  -0.60+0.07
Cervonyl carnitine -0.41+£0.09 0.05+0.43 0.80+0.84 0.34+0.18 -0.38+0.06 -0.25+0.19
Dehydrochorismic acid 0.52+0.48 -0.52+0.21 -0.28+0.25 -0.52+0.18 -0.21+0.37 0.66+0.36
Dehydrophytosphingosine -0.68+£0.05  -0.62+0.05  -0.27+0.20 | -0.15+0.07 0.21+0.13 1.75+0.63
Ethyl aconitate 0.95+0.59  -0.41+0.05 0.15+0.46 -0.57+£0.03  -0.56+0.13 0.58+0.42
Ethyl oleate 0.17+0.25 -0.31+0.13 -0.13+£0.22 -0.23+0.12 0.07+0.17 -0.33+£0.04
Glycerol 1-(9Z-octadecenoate) 2-  -0.49+0.34  -0.48+0.30 0.14+0.44 0.26+0.48 0.36+0.34 0.23+0.39
tetradecanoate 3-phosphate
hexadecasphinganine(1+) 1.25+0.70 0.41+0.32 -0.20+0.26 | -0.46+0.14  -0.54+0.17  -0.25+0.16
hexadecyl (E)-3-(4-hydroxy-3- 0.67£0.43  -0.48+0.08  -0.42+0.12 0.04+0.39 0.07+0.31 0.44+0.69
methoxyphenyl)prop-2-enoate
Histidinyl-Glutamate -0.61+0.15  -0.29+0.41 0.40+0.68 0.19+0.18 0.00+0.16 0.55+0.51
Isoacitretin -0.24+0.24  -0.47+0.17 0.74+0.46 -0.44+0.11 0.06+0.33 0.17+0.57
Kaempferol-4'-methyl ether 1.91£0.56 0.01+0.22 -0.44+0.10 | -0.16+£0.16  -0.49+0.08  -0.27+0.11
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Caco-2 FHC

Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
LysoPC(20:5(52,82,1172,147,17 -0.52+0.07  -0.48+0.08 -0.18+0.35 -0.36+0.06 0.41+0.27 1.39+0.69
f/l)inthol-glucoronide 1.33+0.40  0.32+0.18 0.32+0.25 0.36+0.18  -0.88+0.26  -1.19+0.04
MG(0:0/16:0/0:0) 1.08+0.84  -0.43+0.10  -0.20+0.26 | -0.13+0.21  -0.14+0.17 0.08+0.15
N,N-Dimethylglycine -0.16+0.49 0.65+0.20 -0.36+0.21 0.10+0.25 -0.62+0.21 0.26+0.74
N,N-dimethyl-Safingol -0.82+£0.12  -0.89+0.13  -0.25+0.19 | -0.19+0.11  -0.10+0.09 0.97+0.37
N-a-Acetyl-L-arginine 1.26+0.53 0.36+0.29 0.27+0.41 0.14+0.21 -0.68+0.13 -0.44+0.15
N-Acetyl-glucosamine 1- -0.67+0.02  -0.56+0.04  -0.53%0.05 1.03+0.63 -0.21+0.22 -0.10+0.15
phosphate
N-Acetylneuraminic acid -0.60+0.08  -0.26+0.05  -0.33+0.05 0.98+0.66 0.07+0.49 -0.40+0.13
N-Decanoylglycine 0.87+0.57 0.44+0.47 -0.10+0.30 0.06+0.12 -0.15+£0.44  -0.33+0.21
N-Hexadecanoylpyrrolidine -0.39+0.11  -0.63+0.02  -0.30+0.17 | -0.05+0.15  -0.11+0.30 0.99+0.39
Nonadeca-10(Z)-enoic acid -0.26+0.00  -0.27+0.00 0.25+0.30 0.01+0.26 -0.27+0.01 -0.26+0.01
N-tryptophanyl-35- 1.90£0.64  -0.45£0.04  -0.36+0.03 | -0.18+0.14  -0.28+0.06  -0.38+0.04
aminobacteriohopane-32,33,34-
triol
N-Undecanoylglycine 0.88+0.49 0.21+0.38 0.13+0.46 0.04+0.12 -0.20+0.49 -0.38+0.25
Nutriacholic acid 1.14+0.63 0.05+0.29 0.51+0.28 -0.27£0.27  -0.78+0.10  -0.54+0.19
O-methoxycatechol-O-sulphate 1.82+0.32 0.06+0.29 0.52+0.26 -0.19+0.10 -0.97+0.01 -0.68+0.11
PA(16:1(92)/16:0) -0.07+0.40  0.42+0.33  -0.57+0.31 | 0.04+0.35  -0.49+0.23  -0.010.50
PA(18:0/14:1(92)) 0.08+0.45 -0.54+0.15 0.75+0.38 -0.16+0.37 0.23+0.44 0.21+0.48
Penicilloic acid 0.58+0.64  -0.19+0.24  -0.04+0.32 0.07+0.29 0.23+0.40 -0.48+0.45
P1(17:2(92,122)/0:0) 0.10+0.22 -0.57+0.04  -0.21+0.09 -0.13+0.16 0.53+0.28 0.42+0.92
P1(19:0/18-HETE) 0.79+0.35 -0.57+0.12 -0.22+0.24 -0.19+0.29 -0.43+0.38 1.26+0.44
Sedoheptulose 7-phosphate 0.24+0.49  -0.57+0.07  -0.67+0.02 0.53+0.52 -0.03+£0.23  -0.58+0.04
Stearoylcarnitine 0.68+0.81 -0.32+0.13 0.17+0.36 0.05+0.30 -0.28+0.23 0.08+0.19
Taurine -1.42+0.26 0.77+0.19 -0.42+0.13 0.17+£0.44 0.45+0.31 0.26+0.43
Trans-Hexa-dec-2-enoic acid 1.03£0.50  -0.26£0.30  -0.33+0.29 0.01+0.21 0.04+0.49 -0.24+0.29
Trichostatin A -0.56+0.11 -0.49+0.17 0.05+0.56 -0.13+0.11 0.1240.23 1.32+0.57
Tridecanoylglycine 0.63+0.81 0.40+0.61 -0.27£0.00 | -0.27£0.00  -0.26+0.00  -0.26+0.00
Uridine 5'-monophosphate -0.10+0.31 0.70+0.55 0.73+0.40 -0.44+0.29 -0.42+0.10 0.11+0.43

*TPN ve otomatik dlgeklemeye gore normalize edilmis verilerin ortalama + standart hata’s1
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Tablo 4.6. LC-qTOF-MS ile gergeklestirilen lipidomiks analizler sonucunda ile elde
edilen metabolitler ve bagil derisimleri.*

Caco-2 FHC

Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
(24E)-15alpha-Acetoxy-3alpha- 1.25+0.46 1.27£0.08  0.09+0.24 | -0.48+0.13  -0.74+0.13  -0.72+0.11
hydroxy-23-0x0-7,9(11),24-
lanostatrien-26-oic acid
(2E)-1-[3-(3,7-dimethylocta-2,6-dien-  0.43+£0.14  0.15£0.26  -0.04+0.17 | -0.44+0.12 -0.64+0.12  0.71+0.83
1-yl)-2,4,6-trihydroxyphenyl]-3-
phenylprop-2-en-1-one
(3beta,5alpha,9alpha,14alpha,22E,24 0.18+0.17  -0.18+0.03  -0.21+0.01 | -0.22+0.00 -0.23+0.00  -0.23+0.00
R)-3,5,9,14-Tetrahydroxyergosta-
7,22-dien-6-one
(4E,8E,10E-d18:3)sphingosine 0.99+0.44  0.67+£0.66  -0.33+£0.11 | 0.05£0.38  -0.50+0.21 -0.48+0.13
(92)-12,13-Dihydroxyoctadec-9-enoic ~ 0.74+0.44  2.06+0.06  -0.38+0.04 | -0.54+0.05 -0.60+0.02  -0.49+0.05
acid
(92,127,152)-3- -0.34+0.19  0.27+0.38  -0.15+0.44 | 0.00+0.53 0.11+0.41 0.00+0.38
hydroxyoctadecatrienoylcarnitine
(E)-4-Oxo0-2-hexen-1-al 0.93+0.93  -0.32+£0.03 -0.19+0.06 | -0.10+0.11 -0.17+0.04  -0.14+0.06
(R)-5-Hydroxy-2,4- -0.70£0.27  -0.19+0.34  0.51+0.53 0.69+£0.35  -0.14+0.17 -0.63+0.30
dimethoxydalbergiquinol
(2)-13-Octadecenoic acid 0.35+0.17  -0.75+0.04  0.28+0.54 | -0.30+0.23  0.15+0.20  0.15+0.69
(2)-But-1-ene-1,2,4-tricarboxylate 0.05+0.46 1.20+0.18 1.08+0.28 | 0.01+0.35  -0.87+0.17  -0.65+0.05
1-(4-methoxyphenyl)-4-methylpenta- ~ -0.19+0.27  0.22+0.54  -0.41£0.34 | 0.29+£0.40  0.47+0.35  -0.64+0.27
1,4-dien-3-one
1-(52,82,11Z,14Z-eicosatetraenoyl)- -0.52+0.11  -0.05+0.23  0.12+0.22 | -0.29+0.17  0.12+0.29  0.85+0.78
sn-glycero-3-phosphate
1- 0.05+0.47 1.24+0.19 1.03+0.27 0.01+0.35  -0.87+0.18  -0.63+0.06
(Malonylamino)cyclopropanecarboxyl
ic acid
10-propyl-5,9-tridecadien-1-ol 0.76+0.67  -0.47+£0.22  -0.52+0.21 | -0.07+0.26 ~ 0.69+0.33  -0.36+0.13
10Z-Heptadecenoic acid -0.32+0.10  0.54+0.89  -0.08+0.34 | -0.09+0.19 -0.09+0.26  0.15+0.46
11-Hydroxyeicosatetraenoate glyceryl ~ -0.39+£0.32  0.90+0.49  0.66+0.15 | 0.21+0.38  -0.82+0.29  -0.45+0.28
ester
12-HETE-G 0.33+£0.56  0.17+£0.27  -0.06+£0.25 | 0.32+0.44  -0.92+0.06  0.12+0.26
13-Hydroxyabscisic acid -1.2740.13  0.30+0.34  0.19+0.35 | 0.56+0.23  0.58+0.22  0.13+0.38
13-Ox0-9,11-tridecadienoic acid 0.71£0.51 1.32+0.23 0.04+£0.24 | -0.73£0.35  -0.31+£0.23  -0.39+0.25
17-phenyl-trinor-PGF2alpha amide 0.61+0.33  0.844+0.55  0.41+0.36 | -0.53+0.37 -0.94+0.11 -0.09+0.32
18-Oxocortisol -0.25+0.46  0.27+0.49 0.12+0.45 0.32+0.39  -0.23+0.44 -0.21+0.18
18-0x0-nonadecanoic acid 1.0740.25  0.86+0.35  -0.47+0.21 | -0.90+0.10  0.27£0.30  0.01+0.48
1-deoxytetradecasphinganine -0.414£0.19  -0.14+0.05  -0.25+0.10 | -0.02+0.32  0.80+0.63  0.33+0.43
1-Methylbutyl butanoate -0.16£0.06  0.25£0.10  -0.14+0.08 | -0.26+0.07 -0.18+0.06  0.92+0.91
1-Octen-3-yl primeveroside -0.47+0.21  -0.52+0.07  0.44+0.41 | -0.31£0.20 -0.05+0.28  1.05+0.61
1-palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-(1-  0.09+0.35 1.26£0.21  0.91+£0.26 | -0.44+0.27 -0.94+0.11 -0.54+0.21
sn-glycerol)
1-Pyrroline-4-hydroxy-2-carboxylate 0.22+0.50  0.90+0.41  0.61+0.31 | -0.14+0.31 -0.88+0.15 -0.39+0.38
2-(1,2-dihydroxypropan-2-yl)-6-(2- -0.20+0.21 1.03£0.57  0.04+0.42 | -0.14£0.57 -0.14+0.19 -0.01£0.17
methylbut-3-en-2-yl)-2H,3H,7H-
furo[3,2-g]chromen-7-one
2-(acetylamino)-1,5-anhydro-2- 0.74+0.18  -0.11£0.22  0.17+0.13 | -0.43+0.15 -0.61+0.09 -0.38+0.33
deoxy-3-0-b-D-galactopyranosyl-D-
arabino-Hex-1-enitol
2,3-Diaminopropionic acid -0.87+0.04  -0.65+0.04 -0.34+0.20 | 0.10£0.49  0.55+0.42 1.19+0.28
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Caco-2 FHC

Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU
2,5-Dihydro-2,4,5-trimethyloxazole 0.38+0.54  0.16+0.41  0.77+0.44 | -0.38+0.30  -0.52+0.22  -0.16+0.33
24-Oxo-1alpha,23,25- 0.16+0.23  -0.14+0.48  0.45+0.33 | 0.17+0.36  -0.01+0.36  -0.16+0.60
trihydroxyvitamin D3
2-Carboxy-5,7-dimethyl-4-octanolide -0.06+0.28  0.76+0.26 0.50+0.19 | -0.88+0.51  0.12+0.28 0.23+0.45
2-deoxy-20-hydroxyecdysone 22- 0.26+0.43 0.09+0.35  0.83+0.50 | -0.29+0.34 -0.40+0.29 -0.47+0.23
phosphate
2-Octenedioic acid -0.42+0.37 -0.28+0.36  0.21+0.46 | 0.30£0.40  0.73+0.47  -0.38+0.17
2'-O-Methylcajanone -0.77+£0.26  0.33+£0.28  -0.21+0.16 | 0.35£0.47  0.06+£0.39  0.41+0.47
2-Oxo-4-methylthiobutanoic acid -0.72+0.28  -0.67+0.21  -0.45+0.42 | 0.11+0.25 0.61+0.28 0.67+0.23
3,4-Methylenedioxybenzoic acid 0.62+0.52  0.18+0.08  -0.35+0.07 | -0.24+0.13  -0.45+0.06  -0.44+0.08
3-(3-[(3,3-dimethyloxiran-2- 0.74+0.95  -0.25+£0.02 -0.22+0.04 | -0.24+0.02  0.03£0.09  0.06+0.09
yl)methyl]-4-hydroxyphenyl)-2-
hydroxypropanoic acid
35-aminobacteriohopane-32,33,34- -0.38+0.38  0.79+0.35 0.54+0.28 0.76£0.43  -0.52+0.28  -0.75+0.28
triol
3-carboxy-4-methyl-5-pentyl-2- 0.43+£0.80  0.08+0.34  -0.10+£0.30 | 0.20+£0.23  0.17+0.24  -0.33+0.16
furanpropanoic acid
3-Dehydrosphinganine -0.79+£0.05  0.15+0.24  -0.52+0.14 | -0.13+0.27  1.35+0.54  0.17+0.36
3-Deoxyvitamin D3 1.60+0.72  -0.14+0.07 -0.22+0.04 | -0.44+0.01 -0.30+0.05 -0.40+0.03
3-Hydroxy-6,8-dimethoxy-7(11)- -0.13£0.43  -0.36£0.25 -0.26+0.35 | 0234046 -0.09+0.21  0.56+0.53
eremophilen-12,8-olide
3-Hydroxy-9-hexadecenoylcarnitine 0.24+0.32 1.31+0.47 0.56+0.44 0.19+0.25  -0.70£0.11  -0.83+0.04
3-Hydroxydodecanedioic acid 0.88+0.95  -0.15+£0.01  -0.15+0.01 | -0.17+0.00 -0.16+£0.01 -0.16+0.01
3-Hydroxysintaxanthin -0.89+0.17  0.02+0.37  -0.08+0.23 | 0.49+0.56 0.34+0.31 0.24+0.44
3-Methyl-4-phenyl-3-buten-2-one 0.40+0.30  0.34+0.31  0.51£0.70 | -0.15+0.26  -0.52+0.24 -0.41+0.13
3-Methylhistidine -0.16+£0.05  -0.28+0.03  -0.24+0.10 | -0.28+0.08  0.52+0.89 0.56+0.29
3-oxo-heneicosanoic acid 0.05+0.29  -0.11£0.18 -0.13+0.24 | -0.33+0.15  0.55+£0.79  0.04+0.30
3-Oxohexadecanoic acid -0.65+0.28  0.27+0.16  -0.01+0.45 | 0.86+0.39 0.24+£0.42  -0.45+0.31
3-oxo-nonadecanoic acid 0.13+0.26  0.40+0.30  -0.56+0.12 | -0.62+0.10  0.29+£0.30  0.93+0.68
4,5-Dihydroorotic acid 0.25+0.18 1.06+0.44  -0.25+0.16 | -0.14£0.42 -0.04+0.40 -0.34+0.38
4-Hydroxybenzoic acid -0.14+0.45  1.57+£0.14  0.98+0.26 | -0.26+0.30 -0.85+0.08 -0.65+0.11
5-Acetyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole -0.35£0.08  -0.20+0.08  -0.31+0.08 | -0.34+0.06  0.67+0.62  0.33+0.65
5-Aminopentanoic acid 0.71£0.40  1.13+0.12  0.40+0.32 | -0.85+0.27 -0.43+0.38  -0.50+0.24
5-hydroperoxy-7-[3,5-epidioxy-2-(2-  -0.39+0.39  0.35£0.26  0.50£0.41 | -0.02+0.28 -0.36+0.27  0.33+0.59
octenyl)-cyclopentyl]-6-heptenoic
acid
5S-HETE di-endoperoxide -0.38+0.29  1.4540.58  -0.57+0.18 | -0.23+0.21  0.38+0.30 0.24+0.36
6-O-Desmethyl-mycophenolic acid 0.96+£0.93  -0.05+0.05 -0.07+0.06 | -0.27+£0.03  -0.24+0.04  -0.15+0.03
Adenine -0.7240.04  -0.44+0.04  -0.23+0.29 | -0.53+0.08  0.98+0.65 0.76+0.31
all-trans-7-hydroxyhexadeca-2,4,8,10-  0.51+0.44 1.04+0.36 0.41+£0.27 | -0.33+£0.34 -0.57+£0.23  -0.49+0.37
tetraenoic acid
alpha-Tocopherol succinate 1.4240.79  -0.04+0.04  -0.40+0.00 | -0.34+0.04 -0.28+0.10  -0.09+0.05
Aminocaproic acid 0.49+0.18 0.24+0.10  -0.12+0.14 | -0.62+0.08  0.51+0.84  -0.46+0.10
Arachidonoyl Serinol -0.41£0.18  0.09£0.33  -0.35+0.44 | -0.26+0.47  0.73+£0.41 0.20+0.37
Avocadyne 4-acetate 0.86+£0.95  -0.12+0.02  -0.18+0.03 | -0.16+0.05 -0.14+0.02  -0.08+0.05
C17 Sphinganine 0.224+0.52 0.74+0.55 0.09+0.39 | -0.43+0.20 -0.02+0.38  -0.10+0.35
Calcitroic acid -0.02£0.40  0.89+0.57 0.24+0.33 0.00+£0.54  -0.01+0.27 -0.32+0.15
Caproic acid 0.43+0.77  0.25+0.11 0.26+0.07 | -0.57+0.40  -0.04+0.20  0.12+0.30
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Kontrol CIS 5-FU Kontrol CIS 5-FU

Ceramide (d18:1/12:0) 0.49+0.69  -0.23£0.45 -0.23+0.25 | -0.01+0.21  0.28+0.36  0.11+0.28
DAG 15:0e 0.25+0.51 0.48+0.24  0.25+0.50 | -0.53+0.23  0.06+0.44  -0.25+0.31
DAG 18:0e 0.23+0.26  0.80+0.56  0.32+0.58 | -0.34+0.15 -0.45+0.09 -0.32+0.19
DAG 30:4 0.68+0.26  -0.17+0.24  0.53+0.55 | -0.67+0.03  -0.46+0.14 -0.26+0.34
DAG 32:8e 0.26+0.45 0.52+0.80  0.15+£0.27 | 0.28+0.33  -0.25+0.21 -0.48+0.20
D-Alanyl-D-alanine 0.20+0.56  -0.56+0.04 -0.07+0.35 | -0.23+0.29 -0.20+0.24  0.56+0.54
Dehydroepiandrosterone sulfate 0.76+0.96  -0.25+0.03  -0.17+0.05 | -0.23+0.02  -0.06+0.07  0.05+0.07
Dihydro-5-(2-octenyl)-2(3H)- 0.19+0.42  0.99+0.30  0.40+0.31 | -0.22+0.38  -0.33+0.32  -0.38+0.34
furanone

Dihydro-5-methyl-2(3H)-thiophenone ~ 0.13£0.47  1.20£0.24  0.98+0.31 | 0.00+£0.32  -0.84+0.18 -0.63+0.08
Epsilon-caprolactam -0.10+0.43  0.32+0.47  0.87+0.47 | -0.33+0.33  -0.47+0.24 -0.06+0.36
FA 10:0 -0.53+0.23  1.30+0.28 0.16+£0.31 | -0.31+0.34  0.10+0.28 0.53+0.37
FA 12:0 -0.35+0.11 1.43£0.72  0.18+0.45 | -0.23£0.31 -0.13+0.20 -0.07+0.20
FA 16:0 -0.59+0.18  -0.08+0.34  -0.19+0.45 | -0.31+0.40 -0.04+0.44  0.31+0.25
FA 16:4 -0.21+£0.43 1.25+0.19 0.57+0.15 | -0.09+£0.41 -0.13+0.21  -0.78+0.38
FAHFA 22:4/4:0 -0.53+0.27  1.53+0.29  0.32+0.28 | -0.15+0.40 -0.14+0.33  -0.37+0.33
Glucosylceramide (d18:1/12:0) -0.24+0.17  1.47+£0.95  0.18+0.20 | -0.08+0.11 -0.55+0.03  -0.14+0.15
Glutamylhistidine -0.82+0.04  -0.20+0.26  -0.16+0.26 | 0.84+0.54  0.42+0.34  0.03+0.38
Glycocholic acid -0.5740.02  -0.41+0.10  -0.12+0.15 | 0.24+0.25  0.18+0.43  0.41£0.79
Hexacosanedioate(2-) 0.91+0.93 0.00£0.01  -0.12+0.08 | -0.21+£0.02  -0.24+0.04 -0.14+0.05
Hydroxyprolyl-Alanine 0.25+0.44  -0.34+0.18 -0.01£0.19 | 1.13£0.52  -0.18+0.28  -0.32+0.30
Isovalerylglucuronide -0.94+0.08 -0.50+0.33  0.04+0.34 | 0.40+£0.43  0.77+0.34  0.10+0.49
L-Isoleucine -0.42+0.24  0.61£0.26  -0.44+0.30 | 0.25+0.38  -0.13+0.51  0.39+0.53
LPC 18:0 -0.23£0.09  -0.33+0.00 -0.25+0.08 | -0.23+0.06 -0.01+£0.19  0.05+0.17
LPC 26:1-SN1 -0.12+0.34  0.01£0.20  -0.73+0.10 | 0.07+0.48 1.19+0.31 0.21+0.39
LPC 36:4-SN2 -0.44+£0.28  -0.40+0.11  -0.22+0.29 | 0.32+0.37  0.06+0.28 0.97+0.62
LPE 26:6 -1.06+£0.11  0.71+0.34  -0.08+0.21 | -0.47+£0.24  0.41+0.23 0.76+0.60
L-Phenylalanine -0.20£0.39  0.28+0.14  -0.21+0.31 | 0.08+0.43 0.75+¢0.57  -0.31%0.29
LysoPC(16:0) -1.05£0.12  -0.37+0.32  0.14+0.45 0.62+0.42 0.61+£0.32  -0.06+0.37
LysoPC(16:1(9Z)) 0.75+0.71  -0.50+£0.13  -0.20£0.27 | 0.04+0.44  0.05+0.24  -0.28+0.16
LysoPC(18:1(112)) 0.67£0.43  -0.24+0.17 -0.31%0.27 | 0.07£0.40  -0.55+0.11  -0.18+0.31
MAG 15:0 0.42+0.50  -0.07+0.40 -0.10+£0.24 | -0.35+0.21  0.38+0.54  0.22+0.40
MAG 18:0 -0.23£0.31  0.99+0.53 0.28+0.43 | -0.03+0.39  -0.40+0.41 -0.03+0.24
MAG 20:1 0.13+0.40  -0.36+0.28  0.40+0.67 | -0.41+0.17  0.18+0.41  -0.25+0.11
Methyl 2-thiofuroate 0.82+0.37 1.59+0.15  -0.27+£0.25 | -0.55+0.28 -0.53+£0.16  -0.52+0.25
Methylglutaric acid 0.36+0.81  -0.62+0.06  -0.11£0.11 | 0.13£0.22  0.18+0.34  -0.20+0.22
Methyl-S-Cysteinylglycine -0.34+0.05  -0.38+0.25  0.76+0.39 | -0.36+0.11  0.16+0.37  -0.13£0.26
MG(0:0/18:3(62,92,122)/0:0) -0.57£0.19  0.50+0.27  -0.12+0.31 | -0.51+0.31  0.20+£0.29  0.05+0.44
MG(18:0/0:0/0:0) -0.10+£0.34 1.27+0.44 0.20+£0.44 | -0.21+0.33  -0.07+£0.33  -0.35+0.34
MG(18:3(62,92,122)/0:0/0:0) -0.05£0.51  0.61+0.40  0.86+£0.49 | 0.07+£0.26  -0.47+£0.26  -0.34+0.18
MG(22:5(72,102,132,16Z,192)/0:0/0 0.59+0.51  -0.17+0.08  -0.20+0.08 | -0.36+0.09 -0.27+0.07 -0.16+0.27
i\(/)l)ycophenolic acid 0.84+£0.95 -0.01+0.08 -0.19+0.04 | -0.17+£0.05 -0.17£0.05 -0.08+0.07
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Myristic acid -0.49+0.17  1.60+0.44  0.18+0.27 | -0.37+0.31 -0.16+0.31 -0.32+0.39
N-(2-phenoxy-ethyl) arachidonoyl -1.04+0.11  -0.32+0.37  0.08+0.43 | 0.55+0.41  0.69+0.34  0.01+0.37
amine
N- -0.61£0.23  1.68+0.71 0.25+0.18 | -0.23+0.12  -0.26+0.08  -0.34+0.11
(octadecanoyl)hexadecasphingosine-
1-phosphocholine
N,N,O-Tridesmethyl-tramadol -0.31£0.32  -0.50+0.07  -0.03+0.17 | -0.17£0.20  0.19+0.63  0.32+0.61
N-Acetyl-b-glucosaminylamine 0.49+0.60  0.29+0.39  -0.59+0.15 | 0.22+0.40  -0.19+0.31  -0.13+0.40
N-Acetylserotonin -0.99+0.18  -0.35+0.24  0.03£0.29 | 0.11+0.37  1.06+0.48  0.14+0.37
Neuromedin B (1-3) -0.40+0.39  0.78+0.19  0.23+0.34 | 0.42+0.49 -0.13+0.24 -0.37+0.45
PA 18:0 -0.50+0.04  -0.18+0.07 -0.37+0.04 | -0.22+0.08 -0.18+0.17  1.70+0.65
PA 38:6; PA 18:1-20:5; [M-H]- -0.45£0.00 -0.10+0.25  -0.24+0.19 | -0.28+0.16  0.72+0.69  0.32+0.46
PA 40:7; PA 18:1-22:6; [M-H]- -0.27+0.02  0.37+0.48  -0.27+0.03 | -0.19+0.11  0.08+0.31  -0.23+0.07
PA(18:1(92)/22:6(42,72,102,132,16 -0.20£0.19  -0.19+0.23  -0.39+0.11 | -0.33+0.13  0.72+0.64  0.34+0.50
7,192))
PA(22:2(132,16Z7)/22:6(42,72,10Z,1 0.43+0.30  -0.73+0.02 -0.51+0.11 | -0.54+0.08  0.24+0.36 1.44+0.46
37,16Z,192))
PA(22:4(72,102,132,162)/22:6(4Z,7 0.05+£0.35  -0.43+0.25 -0.48+0.16 | -0.28+0.22  0.83%0.58 0.23+0.44
7,102,132,162,197))
PA(22:5(72,102,132,162,19Z)/22:4( -0.17£0.14  -0.11+£0.22  -0.38+0.07 | -0.25+0.10  0.40+0.59  0.49+0.64
72,10Z,13Z,162))
PA(22:6(42,72,102,132,16Z,19Z7)/18 1.34+£0.30  -1.05+0.04 -0.20+0.19 | -0.06+£0.29  0.02+0.40  0.23+0.38
:0)
PA(22:6(42,72,102,132,16Z,19Z)/20 0.16+0.62  -0.47+0.05 -0.52+0.14 | -0.43+£0.18  0.38+0.15 1.17+0.43
:0)
PA(22:6(42,72,102,137,16Z,197)/20 1.06+£0.24  -0.94+0.01 -0.45+0.26 | -0.33+0.32  0.45+0.33 0.43+0.49
:1(112))
Palmitic acid 0.85+0.94  -0.26+0.05 -0.07+0.09 | -0.05+0.09 -0.13+0.06 -0.28+0.06
PC 28:0 0.21£0.30 1.74+0.48 0.50+0.32 | -0.34+0.36  -0.75+0.08 -0.47+0.06
PC 31:0e 0.02+0.47 0.43+£0.39  0.62+0.50 | -0.45+£0.04 -0.50+0.00 -0.50+0.00
PC 32:2¢ -0.55+0.03 1.16£0.56  0.03£0.32 | 0.61+0.63  -0.17+0.05 -0.46+0.07
PC 34:2 0.58+0.72 0.81+£0.32  0.02+0.27 | -0.51£0.04 -0.36+0.16 -0.42+0.08
PC 38:5 0.60+0.50 0.71+0.21 0.21£0.17 | -0.75+0.04 -0.35+0.42 -0.17+0.41
PC 39:7e -0.39£0.03  -0.42+0.00 -0.41+0.01 | 0.41+0.45 0.57+£0.80  0.26+0.16
PC 44:9 0.35+0.35 1.14+0.77  -0.27+0.19 | 0.11+£0.36  -0.56+0.00 -0.56+0.00
PE(18:0/22:6(42,72,10Z2,132,16Z,19 -0.61£0.19  -0.16+£0.17 -0.42+0.42 | 0.47+0.28  0.05£0.49  0.85+0.46
2))
PE(20:0/22:6(42,72,10Z2,132,16Z,19 -0.56+£0.25  0.13£0.21 0.20+0.33 0.34+0.45  -0.15+£0.38  0.16+0.59
7))
PE(20:1(112)/22:6(42,72,102,13Z,16  0.62+0.47 0.18+0.27  0.58+0.62 | -0.48+0.07 -0.50+0.11 -0.52+0.13
7,192))
PE(22:0/22:6(42,72,102,132,16Z,19 0.57+0.41 1.2440.31  -0.62+0.30 | -0.08+0.26  -0.13+0.27  -0.14+0.35
7))
PE(22:6(42,72,102,132,162,1927)/18:  0.30+0.21  -0.06+0.16  0.67+0.27 | -0.25+0.23 -0.31+0.33  -1.12+0.04
0)
PE-Cer(d16:1(4E)/20:0) -0.45£0.05  -0.05£0.06 -0.39+0.07 | 0.27+0.57  0.68+£0.63  -0.35+0.25
Pentadecanoic acid -0.5940.09  1.41+£0.66  0.0840.28 | -0.26+0.25 -0.27+0.23  0.12+0.46
PG 34:0 0.02+0.21  -0.69+0.00 -0.52+0.10 | 0.57£0.66  -0.29+0.12  1.07+0.38
Phytophingosine 18:0 -0.80+0.16  0.19+0.36  0.43+0.40 | 0.91+0.43  0.04£0.36  -0.59+0.18
PI(17:1(92)/16:1(92)) -0.43+0.01  0.33£0.31  -0.42+0.03 | -0.29£0.11  0.32+0.56  0.34+0.43




58

Caco-2 FHC
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P1(22:6(42,72,102,132,16Z,19Z)/15: -0.12£0.22  1.73£0.32  0.61£0.40 | -0.40+0.23  -0.71£0.00 -0.71+0.00
1(92))

Salsoline-1-carboxylate -0.20+0.48  -0.28+0.27  0.15+0.43 | -0.58+0.04 -0.54+0.14  0.64+0.22
SM d33:1 0.95+0.91 -0.21+0.01 -0.21+0.01 | -0.22+0.00  -0.21+0.01  -0.22+0.00
SM d34:1 0.91+0.86  0.11+0.13  -0.22+0.08 | -0.28+0.08 -0.29+0.15 -0.27+0.12
SM d34:2 -0.88+0.26  -0.22+0.27  -0.44+0.17 | 0.16+0.23 1.27£0.54  -0.18+0.24
Stearic acid -0.74+0.18  -0.02+0.66  0.60+0.30 | 0.66+0.36  -0.14+0.29  -0.57+0.29
Uridine 2',3'-cyclic phosphate -0.48+0.22  0.17£0.22  -0.39+0.15 | -0.09+0.38  0.90+0.52  0.1340.55

*TPN ve otomatik dlgeklemeye gore normalize edilmis verilerin ortalama + standart hata’s1

Caco-2 ve FHC hiicre hatlarindan elde edilen metabolit degerleri

normalizasyon islemlerinden sonra t-testi ile karsilastirilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Caco-2 ve FHC hiicre hatlarindan elde edilen gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirilmalarina ait p degerleri.

Caco-2 FHC Caco-2/ FHC

Kont. Kont. 5FU | Kont. Kont. 5FU

5FU cIS cIs | sFu cis  cis | <ont SFUCIS

(2-benzyl-2,4,6-trihydroxy-2,3-

dihydro-1-benzofuran-3- 0.113 0.243 0.785 | 0.453 0.793 0537 | 0.325 0.794 0.792
yl)oxidanesulfonic acid
(Dodecyloxy)sulfonic acid 0.382 0.012 0.014 | 0.011 0.132 0.050 | 0.267 0.005 0.057

(R)-3-Hydroxy-Octadecanoic acid ~ 0.184 0.200 0.874 | 0.251 0.408 0.742 | 0.039 0.277 0.213
(S)-a-Amino-2,5-dihydro-5-0xo-4-

isoxazolepropanoic acid N2- 0.855 0.230 0.169 | 0.006 0.855 0.048 | 0.553 0.026 0.445
glucoside

[5-(3,7-dihydroxy-3,4-dihydro-2H-1-

benzopyran-2-yl)-2- 0.291 0.304 0.948 | 0.551 0.182 0.825 | 0.199 0.845 0.550

hydroxyphenyl]oxidanesulfonic acid
(2-hydroxy-5-[(2E)-3-phenylprop-2-

- S 0.714 0.024 0.055 | 0.586 0.077 0.001 | 0.656 0.776 0.028
enoyl]phenyl)oxidanesulfonic acid

12,13-DHOME 0.235 0.235 0.957 | 0.303 0.154 0.684 | 0.269 0.052 0.024
16-Dehydroprogesterone 0.146 0.322 0.582 | 0.635 0.011 0.004 | 0.351 0.535 0.030
1-hexadecyl-glycero-3-phosphate 0,151 0.065 0.545 | 0.220 0.569 0.042 | 0.046 0.045 0.819
1-Piperidinecarboxaldehyde 0.065 0.231 0.338 | 0.028 0.050 0.334 | 0.595 0.232 0.245
2-Arachidonylglycerol 0.836 0.529 0.353 | 0.466 0.244 0.584 | 0.553 0.807 0.198
2-Glyceryl-prostaglandin H2 0.650 0.831 0.839 | 0.959 0.469 0.549 | 0.257 0.874 0.872
2-ox0-nonadecanoic acid 0.021 0.279 0.251 | 0.347 0.353 0.812 | 0.255 0.965 0.268
2-Thiophenethiol 0.242 0.395 0.716 | 0.371 0.563 0.881 | 0.091 0.910 0.705

3'-(2",3"-Digalloylglucosyl)-
phloroacetophenone
3-(2,4-dihydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)prop-2-enoic acid
3-(4-Hydroxyphenyl)lactate 0.128 0.088 0.703 | 0.047 0.056 0.028 | 0.001 0.032 0.419

0.001 0.006 0.072 | 0.296 0.000 0.155 | 0.004 0.539 0.000

0.083 0.171 0.701 | 0.025 0.266 0.069 | 0.095 0.097 0.435
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Kont. Kont. 5FU | Kont. Kont. 5FU
5FU CIS CIS | 5Fu cis  cis | ont SFUL €IS

3,4,5-trihydroxy-6-(2,4,6-
trihydroxyphenoxy)oxane-2- 0.001 0.122 0.002 | 0.339 0.674 0.595 | 0.224 0.877 0.497
carboxylic acid
3-Carbamoyl-2-

) 0.100 0.327 0.178 | 0.268 0.639 0.867 | 0.123 0.211 0.974
phenylpropionaldehyde
3H-1,2-Dithiole-3-thione 0.611 0.823 0.748 | 0.549 0.124 0.014 | 0.287 0.065 0.738
3-Hydroxy-2H-pyran-2-one 0.011 0.000 0.003 | 0.065 0.018 0.008 | 0.008 0.106 0.000
5'-Methylthioadenosine 0.002 0.006 0.304 | 0.026 0.060 0.486 | 0.000 0.002 0.015
6-[4-(3-carboxyoxiran-2-yl)-2-
methoxyphenoxy]-3,4,5- 0.059 0.029 0.459 | 0.125 0.297 0.364 | 0.004 0.002 0.066
trihydroxyoxane-2-carboxylic acid
6-[5-(2-([2-(3,4-
dimethoxyphenyl)ethyl]-C-
hydroxycarbonimidoyl)eth-1-en-1- ~ 0.005 0.018 0.598 | 0.062 0.828 0.079 | 0.016 0.020 0.092
yl)-2-methoxyphenoxy]-3,4,5-
trinydroxyoxane-2-carboxylic acid
7-Hydroxy-3-oxocholanoic acid 0.155 0.171 0.794 | 0.115 0.297 0.561 | 0.135 0.063 0.103
8-HETIE 0.000 0.000 0.669 | 0.061 0.110 0.823 | 0.007 0.645 0.390
Alpha-CEHC 0.086 0.078 0.605 | 0483 0.180 0.267 | 0.221 0.007 0.672
Cer(d18:0/16:0) 0.226 0.849 0.149 | 0.400 0.321 0.192 | 0.594 0.830 0.637
Cer(d18:0/17:0) 0.016 0.032 0.691 | 0.088 0.856 0.088 | 0.907 0.940 0.133
Ceriporic acid C 0.463 0.160 0.475 | 0.358 0.167 0.447 | 0.211 0.196 0.263
Cervonyl carnitine 0.358 0.219 0.486 | 0.007 0.070 0.566 | 0.007 0.382 0.291
Dehydrochorismic acid 0.097 0.204 0.513 | 0.499 0.022 0.155 | 0.091 0.515 0.076
Dehydrophytosphingosine 0.426 0.104 0.160 | 0.057 0.021 0.054 | 0.000 0.000 0.020
Ethyl aconitate 0.062 0.348 0.304 | 0.949 0.030 0.037 | 0.040 0.326 0.537
Ethyl oleate 0.155 0.427 0552 | 0.205 0.473 0.060 | 0.217 0.133 0.444
Glycerol 1-(9Z-octadecenoate) 2- g goe 357 0311 | 0.879 0.968 0.826 | 0271 0121 0.890
tetradecanoate 3-phosphate
hexadecasphinganine(1+) 0.341 0.107 0.205 | 0.756 0.397 0.301 | 0.054 0.038 0.878
hexadecyl (E)-3-(4-hydroxy-3- 0.039 0051 0.735 | 0.960 0.654 0.661 | 0.348 0.149 0.288
methoxyphenyl)prop-2-enoate
Histidinyl-Glutamate 0.523 0.213 0.444 | 0478 0561 0.372 | 0.009 0.556 0.878
Isoacitretin 0.495 0.111 0.047 | 0.227 0.362 0.880 | 0.514 0.228 0.493
Kaempferol-4'-methyl ether 0.016 0.004 0.117 | 0.119 0.636 0.166 | 0.008 0.075 0.321
LysoPC(20:5(52,82,112,142,17Z)) 0781 0.408 0.455 | 0.031 0.044 0.253 | 0.119 0.016 0.093
Menthol-glucoronide 0.060 0.075 0.991 | 0.005 0.000 0.312 | 0.067 0.006 0.000
MG(0:0/16:0/0:0) 0.136 0.214 0.490 | 0.991 0.476 0.405 | 0.230 0.206 0.423
N,N-Dimethylglycine 0.190 0.739 0.010 | 0.071 0.858 0.320 | 0.670 0.002 0.477
N,N-dimethyl-Safingol 0.710 0.047 0.032 | 0.592 0.022 0.029 | 0.006 0.001 0.023
N-a-Acetyl-L-arginine 0.201 0.205 0.879 | 0.012 0.063 0.287 | 0.102 0.014 0.166
N-Acetyl-glucosamine 1-phosphate  0.063 0.041 0.651 | 0.119 0.141 0.702 | 0.033 0.188 0.031
N-Acetylneuraminic acid 0.009 0.025 0.411 | 0.338 0.089 0.415 | 0.054 0549 0.627
N-Decanoylglycine 0.606 0.196 0.395 | 0.675 0.167 0.745 | 0.232 0.418 0.574
N-Hexadecanoylpyrrolidine 0.082 0.709 0.105 | 0.888 0.044 0.068 | 0.131 0.142 0.019
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Kont. Kont. 5FU | Kont. Kont. 5FU

5FU CIS CIS | 5Fu cis  cis | ont SFUL €IS
Nonadeca-10(Z)-enoic acid 0.098 0.157 0.150 | 0.347 0.361 0567 | 0.361 0.880 0.157
N-tryptophanyl-35-
aminobacteriohopane-32,33,34-triol 0.008 0.010 0.152 | 0.581 0.226 0.171 | 0.016 0.049 0.652
N-Undecanoylglycine 0.347 0.326 0.897 | 0.677 0.197 0.768 | 0.156 0.559 0.396
Nutriacholic acid 0.181 0423 0.320 | 0.141 0.467 0.340 | 0.089 0.034 0.016
O-methoxycatechol-O-sulphate 0.004 0.016 0.305 | 0.000 0.014 0.048 | 0.000 0.009 0.003
PA(16:1(92)/16:0) 0.414 0.386 0.075 | 0.281 0.945 0.447 | 0.858 0.069 0.403
PA(18:0/14:1(92)) 0.253 0.324 0.016 | 0.542 0.585 0.979 | 0.706 0.157 0.445
Penicilloic acid 0.333 0451 0.741 | 0.770 0.364 0.301 | 0.525 0.429 0.478
PI(17:2(9Z,12Z)/0:0) 0.022 0.260 0.010 | 0.088 0.600 0.922 | 0.448 0.005 0.547
PI1(19:0/18-HETE) 0.007 0.056 0.266 | 0.658 0.031 0.024 | 0.079 0.751 0.022
Sedoheptulose 7-phosphate 0.168 0.122 0.223 | 0.397 0.083 0.055 | 0.720 0.070 0.103
Stearoylcarnitine 0.293 0.613 0.272 | 0435 0.953 0.297 | 0.525 0.893 0.840
Taurine 0.000 0.009 0.001 | 0.647 0.902 0.746 | 0.017 0.437 0.205
Trans-Hexa-dec-2-enoic acid 0.071 0.057 0.877 | 0.967 0.529 0.664 | 0.117 0.648 0.843
Trichostatin A 0.742 0.352 0.425 | 0.399 0.045 0.103 | 0.030 0.088 0.177
Tridecanoylglycine 0.843 0.335 0.336 | 0.068 0.027 0.356 | 0.335 0.341 0.029
Uridine 5'-monophosphate 0.269 0.162 0.968 | 0.963 0.358 0.299 | 0.488 0.095 0.357
(24E)-15alpha-Acetoxy-3alpha-
hydroxy-23-oxo0-7,9(11),24- 0.976 0.070 0.009 | 0.233 0.239 0.921 | 0.008 0.000 0.020
lanostatrien-26-oic acid
(2E)-1-[3-(3,7-dimethylocta-2,6-
dien-1-y1)-2,4,6-trihydroxyphenyl]-  0.455 0.083 0.624 | 0.302 0.241 0.172 | 0.002 0.045 0.441
3-phenylprop-2-en-1-one
(3beta,5alpha,9alpha,14alpha,22E,24
R)-3,5,9,14-Tetrahydroxyergosta- ~ 0.163 0.062 0.465 | 0.407 0.148 0.331 | 0.056 0.270 0.023
7,22-dien-6-one
(4E,8E,10E-d18:3)sphingosine 0.746 0.025 0.220 | 0.271 0.258 0.924 | 0.169 0.177 0.457
Z)-12,13-Dih -9-
(92)-12,13-Dihydroxyoctadec-9- o) 045 0,000 | 0.363 0.498 0.115 | 0.024 0.000 0.196
enoic acid
(92'122’152)'3'_ . 0.258 0.718 0.594 | 0.884 1.000 0.860 | 0.595 0.827 0.827
hydroxyoctadecatrienoylcarnitine
(E)-4-Ox0-2-hexen-1-al 0.354 0.298 0.153 | 0.593 0.764 0.745 | 0.342 0.035 0.579
R)-5-H -2,4-
(R)-5-Hydroxy-2,4- - 0.360 0093 0.418 | 0.084 0027 0222 | 0.017 0910 0.118
dimethoxydalbergiquinol
(Z)-13-Octadecenoic acid 0.002 0.913 0.200 | 0.199 0.578 0.999 | 0.063 0.011 0.898
(2)-But-1-ene-1,2,4-tricarboxylate 0118 0.111 0.786 | 0.066 0.115 0.303 | 0.950 0.000 0.000
1-(4-methoxyphenyl)-4- 0582 0.665 0.441 | 0752 0110 0.047 | 0.384 0.747 0.644
methylpenta-1,4-dien-3-one
1-(52,82,11Z 14Z-¢icosatetraenoyl)- 1o 043 0685 | 0292 0223 0441 | 0339 0724 0.427
sn-glycero-3-phosphate
1_
(Malonylamino)cyclopropanecarbox 0.114 0.128 0.633 | 0.066 0.129 0.270 | 0.945 0.000 0.000
ylic acid
10-propyl-5,9-tridecadien-1-ol 0.234 0.130 0.908 | 0.124 0.392 0.022 | 0.319 0.052 0.572
10Z-Heptadecenoic acid 0.414 0545 0.587 | 0.996 0.674 0.689 | 0.340 0.566 0.724
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Kont. Kont. 5FU | Kont. Kont. 5FU

5FU CIS CIS | 5Fu cis  cis | ont SFUL €IS
11-Hydroxyeicosatetraenoate 0103 0021 0694 | 0077 0231 0422 | 0292 0035 0.010
glyceryl ester
12-HETE-G 0.849 0570 0.628 | 0.028 0.733 0.005 | 0.988 0.009 0.652
13-Hydroxyabscisic acid 0.006 0.005 0.864 | 0.953 0.394 0.362 | 0.000 0.565 0.919
13-Ox0-9,11-tridecadienoic acid 0439 0.307 0.015 | 0.379 0.486 0.836 | 0.061 0.004 0.281
17-phenyl-trinor-PGF2alpha amide  0.770 0.715 0.600 | 0.349 0.428 0.044 | 0.060 0.022 0.367
18-Oxocortisol 0.549 0.617 0.855 | 0.415 0.284 0.972 | 0.410 0554 0.550
18-0x0-nonadecanoic acid 0.685 0.001 0.025 | 0.007 0.125 0.687 | 0.000 0.324 0.427
1-deoxytetradecasphinganine 0.348 0.518 0.468 | 0.317 0.564 0.589 | 0.356 0.310 0.254
1-Methylbutyl butanoate 0.020 0.882 0.033 | 0.410 0.266 0.300 | 0.322 0.014 0.317
1-Octen-3-yl primeveroside 0.877 0.103 0.130 | 0.510 0.083 0.167 | 0.616 0.266 0.462
L-palmitoyl-sn-glycero-3-phospho- o 0c7 115 0443 | 0145 0781 0169 | 0298 0000 0.003
(1'-sn-glycerol)
1-Pyrroline-4-hydroxy-2-carboxylate 0438 0.555 0.664 | 0.080 0.658 0.297 | 0.582 0.008 0.090
2-(1,2-dihydroxypropan-2-yl)-6-(2-
methylbut-3-en-2-yl)-2H,3H,7H- 0.117 0.643 0.282 | 0.999 0.852 0.667 | 0.921 0.130 0.919
furo[3,2-g]chromen-7-one
2-(acetylamino)-1,5-anhydro-2-
deoxy-3-O-b-D-galactopyranosyl-D- 0.040 0.043 0.386 | 0.362 0.903 0.553 | 0.001 0.106 0.185
arabino-Hex-1-enitol
2,3-Diaminopropionic acid 0.015 0.039 0.302 | 0.534 0.107 0.277 | 0.101 0.072 0.002
2,5-Dihydro-2,4,5-trimethyloxazole 0,813 0.617 0.449 | 0.733 0.667 0.423 | 0.290 0.245 0.154
24-Oxo-1alpha,23,25- 0.649 0521 0.424 | 0761 0678 0.848 | 0.985 0.866 0.431
trihydroxyvitamin D3
2-Carboxy-5,7-dimethyl-4- 0128 0.165 0525|0148 0.166 0.851 | 0.229 0215 0.619
octanolide
2-deoxy-20-hydroxyecdysone 22- o 015 450 0376 | 0.832 0707 0.867 | 0.380 0.405 0.058
phosphate
2-Octenedioic acid 0.835 0.348 0.525 | 0.538 0.188 0.072 | 0.255 0.220 0.297
2'-O-Methylcajanone 0.049 0.128 0.187 | 0.674 0.934 0.608 | 0.089 0.670 0.276
2-Oxo-4-methylthiobutanoic acid ~ 0.928 0.635 0.724 | 0.252 0.167 0.896 | 0.072 0.022 0.060
3,4-Methylenedioxybenzoic acid 0.561 0.125 0.003 | 0.222 0.280 0.938 | 0.177 0.001 0.446
3-(3-[(3,3-dimethyloxiran-2-
yl)methyl]-4-hydroxyphenyl)-2- 0.470 0.382 0.600 | 0.026 0.012 0.859 | 0.370 0.063 0.027
hydroxypropanoic acid
fr?c')‘?m'”ObaCte”OhOpa”e'gz'?’S’34' 0109 0.103 0.657 | 0.046 0023 0.609 | 0.099 0.045 0.014
3-carboxy-4-methyl-5-pentyl-2- 0.770 0578 0.746 | 0936 0.107 0.137 | 0.805 0.863 0.552
furanpropanoic acid
3-Dehydrosphinganine 0.010 0.129 0.081 | 0.051 0.555 0.131 | 0.054 0.167 0.133
3-Deoxyvitamin D3 0.119 0.045 0.434 | 0.033 0.238 0.178 | 0.028 0.152 0.013
8-Hydroxy-6,8-dimethoxy-7(11)- 21/ 0841 0868 | 0584 0682 0331 | 0.612 0526 0272
eremophilen-12,8-olide
3-Hydroxy-9-hexadecenoylcarnitine  0.156 0.600 0.371 | 0.014 0.004 0.324 | 0.909 0.006 0.015
3-Hydroxydodecanedioic acid 0450 0.345 0.888 | 0.396 0.354 0.923 | 0.338 0.679 0.442
3-Hydroxysintaxanthin 0.092 0.028 0.857 | 0.836 0.756 0.869 | 0.058 0.610 0.577
3-Methyl-4-phenyl-3-buten-2-one  0.905 0.901 0.870 | 0.354 0.430 0.719 | 0.233 0.107 0.265
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3-Methylhistidine 0.170 0.555 0.775 | 0.437 0.030 0.966 | 0.289 0.534 0.040
3-0x0-heneicosanoic acid 0.737 0.685 0.963 | 0.343 0.343 0.593 | 0.313 0569 0.712
3-Oxohexadecanoic acid 0.058 0.297 0.665 | 0.353 0.038 0.249 | 0.017 0.960 0.478
3-ox0-nonadecanoic acid 0.603 0.053 0.030 | 0.024 0.068 0.455 | 0.036 0.845 0.078
4,5-Dihydroorotic acid 0.177 0.087 0.042 | 0.867 0.758 0.626 | 0.452 0.178 0.851
4-Acetylzearalenone 0.289 0.015 0549 | 0.139 0.017 0.106 | 0.013 0.849 0.021
4-Hydroxybenzoic acid 0.028 0.075 0.170 | 0.113 0.292 0.192 | 0.850 0.000 0.000
5-Acetyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole 0.307 0.749 0.434 | 0.173 0.370 0.737 | 0.961 0.346 0.394
5-Aminopentanoic acid 0.473 0.601 0.154 | 0.440 0.403 0.896 | 0.014 0.020 0.067
5-hydroperoxy-7-[3,5-epidioxy-2-(2-
octenyl)-cyclopentyl]-6-heptenoic 0.255 0.176 0.809 | 0.445 0.632 0.354 | 0.500 0.170 0.828
acid
5S-HETE di-endoperoxide 0.043 0.631 0.019 | 0.162 0.330 0.783 | 0.716 0.199 0.096
6-O-Desmethyl-mycophenolic acid  0.451 0.337 0.850 | 0.681 0.041 0.113 | 0.255 0.026 0.296
Adenine 0.003 0.147 0.598 | 0.061 0.005 0.780 | 0.090 0.149 0.061
all-trans-7-hydroxyhexadeca- 0481 0873 0286 | 0.604 0.778 0.867 | 0.200 0014 0.104
2,4,8,10-tetraenoic acid
alpha-Tocopherol succinate 0.212 0.061 0.000 | 0.607 0.007 0.151 | 0.069 0.142 0.000
Aminocaproic acid 0.375 0.033 0.140 | 0.253 0.266 0.325 | 0.000 0.827 0.100
Avrachidonoyl Serinol 0.294 0.905 0.551 | 0.177 0.498 0.400 | 0.794 0.372 0.406
Avocadyne 4-acetate 0.473 0.343 0.274 | 0.828 0.336 0.301 | 0.353 0.639 0.142
C17 Sphinganine 0.596 0.860 0.451 | 0.401 0.476 0.888 | 0.306 0.373 0.743
Calcitroic acid 0.306 0.658 0.426 | 0.987 0.611 0.379 | 0.973 0.253 0.197
Caproic acid 0.863 0.844 0.905 | 0.306 0.233 0.683 | 0.317 0.361 0.678
Ceramide (d18:1/12:0) 0513 0.387 0.993 | 0.536 0.756 0.743 | 0.535 0.484 0.427
DAG 15:0e 0.773 0.996 0.764 | 0.301 0.532 0.603 | 0.230 0.543 0.452
DAG 18:0e 0.451 0.902 0.644 | 0.577 0.939 0.573 | 0.121 0.086 0.363
DAG 30:4 0.095 0.820 0.408 | 0.206 0.285 0.620 | 0.001 0.402 0.292
DAG 32:8e 0.816 0.862 0.716 | 0.239 0.099 0.480 | 0.973 0.435 0.116
D-Alanyl-D-alanine 0.348 0.708 0.340 | 0.950 0.266 0.266 | 0.546 0.315 0.385
Dehydroepiandrosterone sulfate 0.467 0.400 0.311 | 0.056 0.004 0.280 | 0.370 0.098 0.032
z'rgﬁif:"(Z'OCte”y')'2(3H)' 0261 0726 0.306 | 0.843 0778 0.923 | 0.518 0.042 0.151
t?]'ir;’;flgi'jr;'eT‘Ethy"z(gH)' 0.161 0.197 0.670 | 0.064 0.112 0.365 | 0.846 0.001 0.001
Epsilon-caprolactam 0.607 0.191 0.520 | 0.764 0.628 0.414 | 0.713 0.240 0.181
FA 10:0 0.003 0.137 0.064 | 0411 0.155 0.411 | 0.646 0.041 0.501
FA12:0 0.061 0.323 0.251 | 0.809 0.700 0.847 | 0.734 0.103 0.663
FA 16:0 0.295 0.470 0.881 | 0.693 0.260 0.543 | 0.568 0.959 0.393
FA 16:4 0.048 0.151 0.051 | 0.932 0.285 0.207 | 0.861 0.005 0.013
FAHFA 22:4/4:0 0.003 0.072 0.043 | 0.983 0.708 0.660 | 0.485 0.017 0.179
Glucosylceramide (d18:1/12:0) 0.158 0.183 0.275 | 0.004 0.783 0.034 | 0.499 0.096 0.279
Glutamylhistidine 0.070 0.046 0.938 | 0.566 0.297 0.508 | 0.020 0.291 0.702
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Glycocholic acid 0.220 0.020 0.238 | 0.915 0.855 0.820 | 0.015 0.351 0.565
Hexacosanedioate(2-) 0.499 0.343 0.293 | 0.645 0.284 0.214 | 0.300 0.003 0.826
Hydroxyprolyl-Alanine 0.377 0.630 0.350 | 0.069 0.051 0.762 | 0.263 0.725 0.445
Isovalerylglucuronide 0.291 0.026 0.381 | 0.544 0.692 0.332 | 0.019 0.065 0.929
L-Isoleucine 0.047 0.962 0.070 | 0.598 0.851 0.534 | 0.204 0.357 0.240
LPC 18:0 0.448 0.903 0.449 | 0.344 0.178 0.831 | 0.998 0.263 0.172
LPC 26:1-SN1 0.803 0.145 0.024 | 0.101 0.843 0.102 | 0.770 0.039 0.061
LPC 36:4-SN2 0.931 0.626 0.665 | 0.623 0.431 0.251 | 0.170 0.292 0.144
LPE 26:6 0.002 0.003 0.138 | 0.036 0.114 0.636 | 0.064 0.566 0.260
L-Phenylalanine 0.411 0.975 0.307 | 0420 0.511 0.166 | 0.671 0.580 0.842
LysoPC(16:0) 0.126 0.043 0.496 | 0.978 0.292 0.242 | 0.006 0.126 0.761
LysoPC(16:1(92)) 0.242 0.285 0.470 | 0.993 0544 0.321 | 0462 0.162 0.819
LysoPC(18:1(112)) 0.178 0.105 0.858 | 0.199 0.661 0.322 | 0.371 0.237 0.763
MAG 15:0 0.562 0.409 0.961 | 0.272 0.271 0.830 | 0.223 0.609 0.535
MAG 18:0 0.134 0.398 0.425 | 0.573 0.993 0500 | 0.727 0.130 0.577
MAG 20:1 0.449 0.766 0.457 | 0.242 0.461 0.372 | 0.272 0.415 0.409
Methyl 2-thiofuroate 0.190 0.051 0.001 | 0.951 0.956 0.997 | 0.022 0.000 0.519
Methylglutaric acid 0.404 0.617 0.013 | 0.912 0.350 0.414 | 0.807 0.131 0.722
Methyl-S-Cysteinylglycine 0.911 0.028 0.096 | 0.248 0.481 0574 | 0.917 0.381 0.114
MG(0:0/18:3(6Z,92,122)/0:0) 0.030 0.287 0.272 | 0.160 0.364 0.801 | 0.891 0572 0.780
MG(18:0/0:0/0:0) 0.076 0.636 0.204 | 0.782 0.800 0.601 | 0.829 0.078 0.393
MG(18:3(6Z,9Z,127)/0:0/0:0) 0.450 0.265 0.761 | 0.213 0.267 0.714 | 0.858 0.097 0.061
g/:IS(ZZ:S(YZ,102,132,162,192)/0:0/ 0315 0.195 0.827 | 0.534 0.551 0.721 | 0.128 0.423 0.908
Mycophenolic acid 0533 0.346 0.113 | 0.950 0.335 0.348 | 0.353 0.190 0.215
Myristic acid 0.005 0.084 0.050 | 0.678 0.931 0.780 | 0.758 0.027 0.357
aNr;(ii'ephe”OXy'emy') arachidonoyl 139 0045 0599 | 0813 0393 0239 | 0007 0.142 0910
N_

(octadecanoyl)hexadecasphingosine- 0.028 0.023 0.123 | 0.859 0.530 0.584 | 0.211 0.042 0.026
1-phosphocholine

N,N,O-Tridesmethyl-tramadol 0.686 0.481 0.090 | 0.630 0.501 0.898 | 0.728 0.451 0.629
N-Acetyl-b-glucosaminylamine 0.843 0.146 0.109 | 0.473 0.589 0.907 | 0.740 0.447 0.351
N-Acetylserotonin 0.112 0.021 0.455 | 0.186 0.961 0.199 | 0.035 0.085 0.838
Neuromedin B (1-3) 0.074 0.290 0.313 | 0.387 0.305 0.672 | 0.261 0.050 0.352
PA 18:0 0.009 0.068 0.068 | 0.831 0.023 0.029 | 0.021 0.994 0.016
PA 38:6; PA 18:1-20:5; [M-H]- 0.241 0.341 0.717 | 0.230 0.290 0.672 | 0.341 0.432 0.328
PA 40:7; PA 18:1-22:6; [M-H]- 0.265 0.981 0.266 | 0.474 0.766 0.392 | 0.499 0.685 0.635
22(11982:;)(92)/22:6(42’72’102'132’1 0.974 0455 0527 | 0.172 0.265 0.677 | 0.617 0.347 0.226
5?2(121255%32;62)/22:6(42‘72'102’ 0.024 0.024 0.205 | 0.082 0.003 0.089 | 0.018 0.085 0.004
PA(22:4(72,102,132,162)/22:6(4Z, ) 107 936 0902 | 0134 0.369 0466 | 0482 0172 0.198

72,10Z,13Z,16Z,197))
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Kont. Kont. 5FU | Kont. Kont. 5FU

sFU cIS CIs | sFu cis  cis | <ot SFULCIS
PA(22:5(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/22:4
(72.102.137.167)) 0.848 0.239 0.328 | 0.337 0.316 0.924 | 0.653 0.560 0.244
2352216(42’72’102’132'162’192)/1 0.000 0.003 0.012 | 0.892 0.603 0.739 | 0.013 0.089 0.388
33522:6(42’72’102’132'162’192)/2 0482 0.349 0.788 | 0.010 0.010 0.143 | 0.418 0.005 0.007
PA(22:6(42,72,102,132,167,192)/2 0.000 0.003 0.208 | 0.153 0.267 0.969 | 0.011 0.016 0.181
0:1(112))
Palmitic acid 0412 0.394 0.187 | 0523 0.082 0.150 | 0.403 0.250 0.098
PC 28:0 0.054 0.566 0.110 | 0.324 0.745 0.030 | 0.308 0.002 0.022
PC 31:0e 0.603 0.441 0.824 | 0.341 0.341 0560 | 0.384 0.062 0.070
PC 32:2e 0.026 0.132 0.177 | 0.287 0.155 0.014 | 0.125 0.068 0.202
PC 34:2 0.829 0.525 0.167 | 0.421 0.352 0.766 | 0.199 0.024 0.189
PC 38:5 0.887 0.515 0.177 | 0.408 0.226 0.780 | 0.033 0.123 0.444
PC 39:7e 0.397 0.491 0.447 | 0.875 0.779 0.735 | 0.135 0.392 0.004
PC 44:9 0.444 0.191 0.154 | 0.122 0.122 0.560 | 0.683 0.083 0.201
:;()18:0/22:6(42’72’102’132'162'1 0202 0711 0679 | 0510 0527 0.296 | 0.016 0.768 0.088
:;()20:0/22:6(42’72’102’132‘162'1 0.133 0.124 0.893 | 0465 0.819 0.702 | 0.139 0.643 0.953
25(128:55112)/22:6(4z,7z,1oz,1sz,1 0.545 0.959 0.669 | 0.866 0.812 0.937 | 0.059 0.074 0.146
55)()22:0/22:6(42’72’102’132’162'1 0.337 0.057 0.009 | 0.900 0.890 0.977 | 0.249 0.027 0.369
z%§22:6(42,72,102,132,162,192)/1 0.317 0.337 0.112 | 0.896 0.007 0.049 | 0.144 0.624 0.000
PE-Cer(d16:1(4E)/20:0) 0.003 0.574 0.019 | 0.668 0.384 0.193 | 0.282 0.420 0.888
Pentadecanoic acid 0.028 0.061 0.149 | 0.968 0.526 0.500 | 0.275 0.069 0.948
PG 34:0 0.040 0.064 0.254 | 0.270 0.567 0.011 | 0.483 0.037 0.004
Phytophingosine 18:0 0.061 0.025 0.731 | 0.187 0.015 0.186 | 0.007 0.820 0.058
PI(17:1(92)/16:1(92)) 0.062 0.690 0.067 | 0.355 0.227 0.976 | 0.286 0.988 0.142
_Pl'g;;"(“z’u’102'132’162'192)/15 0.004 0.175 0.122 | 0.256 0.256 0.560 | 0.438 0.000 0.013
Salsoline-1-carboxylate 0.906 0.632 0.524 | 0.805 0.001 0.002 | 0.487 0.495 0.383
SM d33:1 0.380 0.273 0.935 | 0.351 0.236 0.669 | 0.269 0.859 0.330
SM d34:1 0521 0.262 0.099 | 0.986 0.912 0.923 | 0.237 0.146 0.750
SM d34:2 0.200 0.224 0.594 | 0.114 0.368 0.049 | 0.022 0.099 0.452
Stearic acid 0.376 0.005 0.483 | 0.145 0.036 0.366 | 0.010 0.884 0.028
Uridine 2',3'-cyclic phosphate 0.130 0.755 0.117 | 0.191 0.766 0.377 | 0.444 0.364 0.428
1-hexadecanol 0.299 0.204 0.769 | 0.355 0.840 0.359 | 0.349 0.351 0.526
1-methyl nicotinamide 0.025 0.004 0.128 | 0.020 0.009 0.000 | 0.021 0.001 0.003
2,3-dimethylsuccinic acid 0.765 0.505 0.099 | 0.147 0.027 0.329 | 0.076 0.080 0.510
2-amino-1-phenylethanol 0.177 0.253 0.008 | 0.932 0.011 0.083 | 0.457 0.699 0.000
2-butyne-1,4-diol 0.577 0.406 0.277 | 0.400 0.458 0.682 | 0.642 0.403 0.884
2-hydroxybutyric acid 0.002 0.002 0.635 | 0.000 0.364 0.004 | 0.004 0.000 0.555
2-hydroxypyridine 0.948 0.416 0.139 | 0.172 0.996 0.145 | 0.277 0.944 0.586
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Caco-2 FHC Caco-2/ FHC
2-ketoisocaproic acid 0.506 0.064 0.031 | 0.025 0.747 0.030 | 0.329 0.043 0.011
2-keto-I-gulonic acid 0.304 0.533 0.631 | 0.001 0.054 0.160 | 0.021 0.011 0.626
2-phosphoglyceric acid 0.112 0.011 0.717 | 0.063 0.048 0.000 | 0.593 0.063 0.002
3-hexenedioic acid 0.379 0.272 0.097 | 0.000 0.746 0.192 | 0.068 0.875 0.538
3-indolelactic acid 0.151 0.004 0.100 | 0.000 0.489 0.013 | 0.068 0.000 0.667
3-methyl-2-oxobutanoic acid 0.495 0.292 0.037 | 0.139 0.230 0.413 | 0.536 0.106 0.547
3-phenyllactic acid 0.059 0.054 0.309 | 0.000 0.559 0.001 | 0.004 0.000 0.401
3-phosphoglyceric acid 0.078 0.047 0.609 | 0.012 0.247 0.006 | 0.006 0.006 0.146
4-guanidinobutyric acid 0.155 0.000 0.000 | 0.124 0.165 0.016 | 0.001 0.000 0.031
4-hydroxy-L-proline 0.023 0.054 0.238 | 0.027 0.089 0.089 | 0.030 0.024 0.008
4-hydroxyphenylacetic acid 0.452 0.469 0.264 | 0.840 0.911 0.973 | 0.000 0.000 0.158
5-hydroxy-L-tryptophan 0.110 0.029 0.773 | 0.081 0.051 0.656 | 0.000 0.967 0.468
Alanine 0.000 0.000 0.014 | 0.000 0.000 0.226 | 0.036 0.000 0.000
Allo-inositol 0.956 0.558 0.455 | 0.078 0.131 0.002 | 0.851 0.046 0.367
Alpha ketoglutaric acid 0.004 0.008 0.612 | 0.001 0.229 0.006 | 0.660 0.004 0.916
Alpha-glucosamine phosphate 0.031 0.139 0.371 | 0.061 0.057 0.008 | 0.000 0.025 0.001
Avrachidic acid 0325 0.176 0.584 | 0.197 0.248 0.387 | 0.187 0.266 0.244
Aspartic acid 0.009 0.168 0.038 | 0.693 0.273 0.118 | 0.012 0.026 0.000
Benzoic acid 0939 0.949 0.825 | 0.042 0.040 0.431 | 0549 0.169 0.214
Beta-alanine 0.819 0.034 0.021 | 0.000 0.361 0.000 | 0.001 0.000 0.000
Beta-glycerolphosphate 0.000 0.000 0.007 | 0.001 0.029 0.002 | 0.009 0.634 0.052
Capric acid 0.388 0.800 0.209 | 0.043 0.185 0.139 | 0.930 0.248 0.276
Caprylic acid 0.495 0501 0.956 | 0.010 0.036 0.193 | 0.901 0.057 0.572
Cholesterol 0.885 0.369 0.359 | 0.038 0.213 0.731 | 0.273 0.073 0.933
Cis-aconitic acid 0.284 0.046 0.804 | 0.000 0.596 0.000 | 0.001 0.000 0.000
Citraconic acid 0.316 0.611 0.266 | 0.136 0.360 0.041 | 0.061 0.921 0.013
Citric acid 0.072 0.000 0.825 | 0.000 0.791 0.000 | 0.001 0.000 0.000
Creatinine 0.000 0.056 0.001 | 0.005 0.444 0.012 | 0.003 0.000 0.001
Cytidine 0.000 0.001 0.114 | 0.013 0.067 0.125 | 0.000 0.001 0.000
Cytindine-5-monophosphate 0.544 0.710 0.689 | 0.001 0.246 0.002 | 0.001 0.000 0.000
Dihydroxyacetone phosphate 0.011 0.132 0.037 | 0.051 0.171 0.007 | 0.354 0.145 0.047
Fumaric acid 0.315 0.000 0.346 | 0.001 0.215 0.014 | 0.006 0.781 0.021
Galacturonic acid 0.151 0.159 0.921 | 0.001 0.219 0.018 | 0.067 0.000 0.002
Glucoheptonic acid 0.000 0.000 0.027 | 0.021 0.296 0.002 | 0.001 0.000 0.001
Gluconic acid 0.061 0.406 0.013 | 0.000 0.001 0.770 | 0.566 0.000 0.003
Gluconic acid lactone 0.302 0.496 0.665 | 0.002 0.047 0.179 | 0.024 0.014 0.560
Glucosaminic acid 0.318 0.464 0.766 | 0.000 0.000 0.033 | 0.001 0.000 0.055
Glucose 0.244 0.956 0.124 | 0.000 0.001 0.038 | 0.045 0.000 0.009
Glucose-6-phosphate 0.123 0.108 0.532 | 0.009 0.855 0.009 | 0.020 0.002 0.002
Glutamic acid 0.002 0.004 0.051 | 0.010 0.126 0.069 | 0.000 0.001 0.001
Glutathione reduced 0.061 0.012 0.854 | 0.953 0.037 0.034 | 0.000 0.001 0.000
Glyceraldehyde 0.054 0.394 0.399 | 0.167 0.717 0.016 | 0.057 0.135 0.339
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Caco-2 FHC Caco-2/ FHC
Glyceraldehyde 3-phosphate 0.742 0.389 0572 | 0.009 0.036 0.775 | 0.627 0.017 0.010
Glyceric acid 0.106 0.092 0.954 | 0.000 0.050 0.000 | 0.008 0.035 0.014
Glycerol 0.891 0.307 0.211 | 0.005 0.623 0.001 | 0.452 0.141 0.014
Glycerol 1-phosphate 0.000 0.000 0.005 | 0.001 0.012 0.002 | 0.000 0.760 0.040
Glycine 0.038 0.038 0.445 | 0.533 0.200 0.428 | 0.001 0.007 0.274
Glycolic acid 0.084 0.145 0.002 | 0.002 0.165 0.389 | 0.000 0.485 0.045
Heptadecanoic acid 0.119 0.033 0.026 | 0.172 0.310 0.187 | 0.382 0.146 0.000
Homoserine 1 0.018 0.957 0.112 | 0.011 0522 0.013 | 0.014 0.004 0.001
Homoserine 2 0.221 0.422 0.287 | 0.677 0.767 0.584 | 0.792 0.249 0.060
Hypotaurine 0.198 0.755 0.292 | 0.022 0.383 0.007 | 0.051 0.008 0.156
Isoleucine 1 0.173 0.443 0.050 | 0.720 0.003 0.030 | 0.000 0.000 0.000
Isoleucine 2 0.886 0.567 0.495 | 0.144 0.051 0.779 | 0.001 0.011 0.000
Itaconic acid 0.843 0.787 0.837 | 0.101 0.224 0.347 | 0.717 0.168 0.527
Lactamide 0.085 0.780 0.074 | 0.000 0.406 0.003 | 0.003 0.012 0.256
Lactic acid 0.141 0.183 0.990 | 0.014 0.161 0.887 | 0.001 0.877 0.808
Lactose 0.040 0.272 0.978 | 0.631 0.278 0.224 | 0.168 0.200 0.577
Lauric acid 0.470 0.679 0.603 | 0.019 0.082 0.122 | 0.903 0.144 0.587
Leucine 0.199 0.381 0.040 | 0.810 0.003 0.035 | 0.000 0.000 0.000
Lysine 0.015 0.508 0.003 | 0.000 0.001 0.175 | 0.006 0.000 0.846
Lyxose 0.169 0.423 0.537 | 0.000 0.001 0.008 | 0.000 0.000 0.807
Lyxosylamine 0.403 0.710 0.455 | 0.000 0.334 0.000 | 0.024 0.000 0.000
Malic acid 0.003 0.000 0.485 | 0.000 0.306 0.009 | 0.007 0.000 0.026
Malonic acid 0371 0.111 0.022 | 0.025 0.873 0.093 | 0.268 0.003 0.309
Mannitol 0.136 0.023 0.004 | 0.000 0.426 0.021 | 0.021 0.000 0.495
Mannose 0.002 0.018 0.132 | 0.133 0.031 0.415 | 0.003 0.049 0.182
Methionine 0.980 0.361 0.386 | 0.004 0.416 0.006 | 0.460 0.066 0.024
Methyl oleate 0.619 0.644 0972 |0.119 0.268 0.716 | 0.411 0.104 0.388
Methyl palmitate 0.709 0.241 0.219 | 0.047 0.340 0.029 | 0.164 0.210 0.441
Methylmalonic acid 0.416 0.365 0.996 | 0.032 0.152 0.325 | 0.037 0.175 0.023
Mimosine 0.296 0526 0.332 | 0.000 0.114 0.008 | 0.665 0.000 0.012
Mucic acid 0.015 0.644 0.083 | 0.000 0.852 0.000 | 0.013 0.000 0.001
Myo-inositol 0.000 0.000 0.008 | 0.331 0.107 0.006 | 0.000 0.000 0.003
N-acetylglucosamine 0.042 0.628 0.003 | 0.000 0.002 0.018 | 0.002 0.016 0.544
N-acetylglutamic acid 0513 0.116 0.118 | 0.034 0.006 0.089 | 0.011 0.001 0.001
N-acetylmannosamine 0.417 0.438 0.711 | 0.051 0.035 0.066 | 0.000 0.025 0.000
N-methylanthranilic acid 0.437 0.204 0.344 | 0.933 0.637 0.803 | 0.189 0.506 0.726
Oleic acid 0.010 0.015 0.746 | 0.380 0.672 0.364 | 0.002 0520 0.188
Oxalic acid 0.908 0.412 0.195 | 0.028 0.446 0.078 | 0.447 0.097 0.362
Palmitoleic acid 0.362 0.345 0.031 | 0.672 0.316 0.167 | 0.849 0.155 0.114
Pantothenic acid 0.001 0.282 0.001 | 0.800 0.055 0.189 | 0.697 0.001 0.005
Phenylalanine 0.143 0.454 0.024 | 0.169 0.236 0.663 | 0.525 0.002 0.005
Phosphocolamine 0.001 0.000 0.044 | 0.018 0.001 0.004 | 0.069 0.524 0.000
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Caco-2 FHC Caco-2/ FHC
Phosphoglycolic acid 0.674 0.444 0.998 | 0.000 0.000 0.127 | 0.001 0.001 0.000
Phosphoric acid 0.269 0.725 0.021 | 0.000 0.223 0.004 | 0.121 0.000 0.395
Porphine 0.803 0.557 0.355 | 0.300 0.934 0.286 | 0.168 0.715 0.089
Proline 0.209 0.103 0.895 | 0.006 0.014 0.009 | 0.002 0.025 0.012
Purine riboside 0.058 0.034 0.391 | 0.037 0.960 0.038 | 0.001 0.002 0.001
Putrescine 0.002 0.121 0.000 | 0.000 0.007 0.226 | 0.451 0.019 0.213
Pyridoxine 0.286 0.478 0.650 | 0.002 0.078 0.192 | 0.025 0.015 0.698
Pyroglutamic acid 0.262 0.000 0.417 | 0.062 0.013 0.114 | 0.010 0.000 0.000
Pyrophosphate 0.081 0.958 0.085 | 0.704 0.421 0.228 | 0.085 0.366 0.031
Ribitol 0.013 0.268 0.120 | 0.000 0.705 0.000 | 0.007 0.000 0.031
Ribonolactone 0.005 0.015 0.388 | 0.376 0.021 0.057 | 0.000 0.000 0.001
Ribose-5-phosphate 0.009 0.065 0.070 | 0.001 0.865 0.001 | 0.002 0.001 0.041
Ribulose-5-phosphate 0.227 0.235 0.901 | 0.014 0.845 0.015 | 0.295 0.005 0.015
Saccharic acid 0.005 0.046 0.177 | 0.000 0.570 0.000 | 0.019 0.000 0.000
Serine 0.000 0.092 0.093 | 0.010 0.002 0.390 | 0.222 0.966 0.667
Spermidine 0.124 0.101 0.724 | 0420 0.260 0.591 | 0.035 0.446 0.211
Squalene 0.200 0.287 0.706 | 0.339 0.063 0.347 | 0.079 0.342 0.582
Succinic acid 0.788 0.601 0.585 | 0.001 0.115 0.000 | 0.006 0.000 0.054
Sucrose 0312 0526 0.657 | 0.226 0.035 0.288 | 0.009 0.185 0.001
Tagatose 0.739 0.793 0.894 | 0.019 0.188 0.559 | 0.041 0.177 0.963
Tartaric acid 0.321 0.245 0.467 | 0.193 0.950 0.192 | 0.572 0.417 0.194
Threitol 0.340 0.194 0.893 | 0.070 0.255 0.249 | 0.247 0.011 0.029
Threonine 0.211 0.028 0.208 | 0.145 0.687 0.115 | 0.002 0.003 0.194
Thymine 0.035 0.000 0.000 | 0.047 0.520 0.326 | 0.008 0.001 0.134
Trehalose 0.689 0.643 0.827 | 0467 0.342 0.344 | 0.003 0.120 0.339
Tryptophan 0.593 0.203 0.396 | 0.000 0.001 0.097 | 0.001 0521 0.938
Tyrosine 0.677 0.297 0.259 | 0.081 0.071 0.778 | 0.009 0.535 0.580
Uracil 0712 0.384 0.216 | 0.019 0.053 0.980 | 0.208 0.001 0.003
Urea 0.969 0.861 0.804 | 0.247 0.293 0.067 | 0.966 0.393 0.052
Valine 0.491 0.396 0.068 | 0.793 0.008 0.024 | 0.000 0.000 0.000
Xylitol 0.004 0.018 0.050 | 0.002 0.002 0.000 | 0.001 0.002 0.188

Caco-2 ve FHC hiicreleri igin elde edilen metabolomiks (GC-MS ve LC-qTOF-

MS) ve lipidomiks veriler birlestirilerek biitiinlesik omiks (entegre omiks) verisi elde

edilmis ve bu veri matrisi ¢ok degiskenli veri analizleri ile incelenmistir. ilk dnce

biitiinlesik omiks verilerine PCA analizleri uygulanmis ve veri setinde herhangi bir

sistemik hata veya aykir1 bir deger olup olmadig: arastirilmistir (Sekil 4.10). Aykir

degerler uzaklastirildiktan sonra PLS-DA analizleri her iki hiicre hattina ait biitiinlesik

omiks verisinde bir arada ve ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir (Sekil 4.11A-4.13A). PLS-
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DA analizlerindeki farklilagmaya neden olan metabolitlerin belirlenmesi i¢in VIP
(projede 6nemli degisken) grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.11B- 4.13B). Elde

edilen PLS-DA modellerinin giivenilirligi (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Caco-2 ve FHC hiicrelerine ait biitiinlesik omiks (metabolomiks ve
lipidomiks) verilerine ait PCA skor grafigi.
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Sekil 4.11. Caco-2 ve FHC hiicrelerinin biitliinlesik omiks (metabolomiks ve

lipidomiks) verilerine ait ¢ok de
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Sekil 4.13. FHC hiicrelerinin dirence bagli olarak degisen biitiinlesik omiks
(metabolomiks ve lipidomiks) verisine ait ¢ok degiskenli veri analiz. A) PLS-DA skor

grafigi (R% 0.99 ve Q2%0.87), B) Veri analizinde farklilasmaya neden olan

metabolitlere ait VIP grafigi.
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4.5. Yolak Analizleri

Caco-2 ve FHC hiicre ile 5-FU ve CIS’e direng gelistirilen hiicre hatlar
istatistiksel olarak karsilastirilmis (Tablo 4.7) ve anlamli degisen metabolitler
kullanilarak (p<0.05) yolak analizleri (MetaboAnalyst, Kanada) gerceklestirilmistir.
Yolak analizleri sonuglar1 Sekil 4.14-4.19 ve Tablo 4.8-4.11°de sunulmustur.

00—y ARSI b e i A
. biyosentezi . : Alanine, aspartate ve
: glutdémate metabalizmasi
: ! Lysine : : ;
; i biyosentezi: ; ; ;
© —frfroononnens R ESRRREEEE
e o i i @ @
’. Sl':‘;tf,"ln ve : Siyano asit
@ : met lonin : metabolizmas::
: . mekanizmasi ! :
. ; ; ;
o : ; .
: .0 v® ©®
0o T @ | O
o )
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| i i i i i
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Pathway Impact

Sekil 4.14. 5-FU direncine bagli olarak Caco-2’de etkilesen yolaklar.
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Tablo 4.8. 5-FU direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak

onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar yolaklar.

Yolak Eslesme p FDR Etki
Durumu*

Aminoacil-tRNA biyosentezi 7175 0.001 0.016 0.225
Alanine, aspartate ve glutamate 4/24 0.001 0.024 0.498
metabolizmasi

Lysine biyosentezi 4/32 0.001 0.036 0.099
Siyano asit metabolizmasi 3/16 0.002 0.036 0.000
Sistein ve metionin mekanizmasi 5/56 0.002 0.036 0.083
Nitrojen metabolizmasi 4/39 0.003 0.051 0.001
Galaktoz metabolizmasi 4/41 0.004 0.053 0.031

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.9. 5-FU direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen yolaklar.

Eslesme Durumu* Beklenti p
Malik asit-aspartik asit mekigi 4/10 0.488 0.001
Alanin metabolizmasi 4/17 0.830 0.008
Amonyak geri doniisiimii 5/32 1.560 0.017
Glikoz-alanin dongiisii 3/13 0.635 0.022
Ure dongiisii 4/29 1.420 0.048
Metiyonin metabolizmasi 5/43 2.100 0.053

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orant.


https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/Secure/pathway/ResultView.xhtml
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CIS direncine bagli olarak Caco-2’de etkilesen yolaklar.
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Tablo 4.10. CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak

onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar yolaklar.

Eslesme

Yolak FDR Etki
durumu*

Alanin, aspartat ve glutamat 3/16 0.001 0.009 0.501
metabolizmasi

Siyanoamino asit metabolizmasi 2/25 0.004 0.097 0.0
Aminoacil-tRNA biyosentezi 5/56 0.004 0.097 0.169
Sistein ve metiyonin metabolizmasi 2/19 0.006 0.097 0.067
Glutatyon metabolizmasi 3/20 0.008 0.097 0.250
Kreps dongiisii (TCA dongiisii) 4/39 0.008 0.097 0.166
Azot metabolizmasi 1/12 0.009 0.097 0.001
Glisin, serin ve treonin 2/11 0.018 0.175 0.420
metabolizmasi

D-Glutamin ve D-glutamat 1/13 0.021 0.190 0.112
metabolizmasi

Gliserofosfolipid metabolizmasi 3/40 0.048 0.341 0.107
Alanin, aspartat ve glutamat 3/16 0.110 0.009 0.501
metabolizmasi

Siyanoamino asit metabolizmasi 2/25 0.004 0.097 0.0

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.11. CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen yolaklar.

Yolak Eslesme Durumu* Beklenti p

Malate-aspartat mekigi 4/10 0.576 0.002
Glutatyon metabolizmasi 5/21 1.210 0.005
Alanin metabolizmasi 4/17 0.979 0.014
Ure dongiisii 5/29 1.670 0.022
Amonyak geri doniisiimii 5/32 1.840 0.032
Glikoz-alanin dongiisii 3/13 0.749 0.034
Warburg etkisi 7/58 3.340 0.043
Aspartat metabolizmasi 5/35 2.020 0.046
Glisin ve serin metabolizmasi 7/59 3.400 0.047
Glutamat metabolizmasi 6/49 2.820 0.057

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.
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76



77

Tablo 4.12. 5-FU ve CIS direncine bagl olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

Eslesme

Yolak FDR Etki
durum

Valin, 16sin ve izoldsin biyosentezi 4127 0.001 0.013 0.014
Pantotenat ve CoA biyosentezi 4/27 0.001 0.013 0.327
Beta-Alanin metabolizmasi 17 0.001 0.001 0.268
Aminoacil-tRNA biyosentezi 2125 0.001 0.001 0.113
Gliserofosfolipid metabolizmasi 4/39 0.002 0.003 0.231
Valin, 16sin ve izolosin bozulmasi 1/10 0.003 0.004 0.080
Pirimidin metabolizmasi 1/15 0.011  0.129 0.065
Azot metabolizmasi 1/13 0.019 0.194 0.001
Arginin ve prolin metabolizmasi ar77 0.026 0.233 0.072
Taurin ve hipotaurin metabolizmasi 1/10 0.035 0.279 0.363
Alanin, aspartat ve glutamat 1/12 0.040 0.335 0.322

metabolizmasi

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.13. 5-FU ve CIS direncine bagli olarak Caco-2 hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen

yolaklar.
Eslesme durum* Beklenti p

Gliserol fosfat mekigi 3/11 0.494 0.011
Triacilgliserol biyosentezi 2/9 0.404 0.058
Kardiyolipin biyosentezi 2/11 0.494 0.083
Ure dongiisii 3/29 1.300 0.137
Beta-Alanin metabolizmasi 3/34 1.530 0.193
Aspartat metabolizmasi 3/35 1.570 0.205
Mitokondrial elektron tasima zinciri 2/19 0.854 0.209

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orant.
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Tablo 4.14. 5-FU direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak

onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar yolaklar.

Eslesme

Yolak FDR Etki
Durumu

Pentoz fosfat yolag 1/4 2.10° 2.10* 0.260
Glyoksilat ve dikarboksilat metabolizmas1 ~ 4/25 7.10° 0.003 0.176
Kreps dongiisii 1/4 2.10* 0.006 0.235
Alanin, f;lspartat ve glutamat 5/24 5 104 0.011 0236
metabolizmasi

Pirimidin metabolizmasi 7/60 0.002 0.026 0.185
Propanoat metabolizmasi 1/7 0.003 0.042 0.086
Sfingolipid metabolizmasi 4/25 0.006 0.056 0.110
Aminoasil-tRNA biyosentezi 7175 0.006 0.056 0.169
Galaktoz metabolizmasi 5/41 0.011 0.056 0.041
Glikoliz veya Glukoneogenez 4/31 0.013 0.095 0.040
Gliserolipid metabolizmasi 1/8 0.024 0.097 0.216

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.15. 5-FU direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen yolaklar.

Toplam metabolit

sayisr* Beklenti p
Warburg etkisi 13/58 4.420 0.001
Glukoneogenesis 8/35 2.670 0.003
Glikoz-alanin dongiisii 4/13 0.990 0.013
Malate-aspartat mekigi 3/10 0.762 0.035
Glikoliz 5/25 1.900 0.036
Gliserol fosfat mekigi 3/11 0.838 0.045
Mitokondrial elektron tasima zinciri 4/19 1.450 0.050

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orant.
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Tablo 4.16. CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin yer aldiklar yolaklar.

Yolak Eslesme Durumu* p FDR Etki
Aminoagil-tRNA biyosentezi 8/75 3.10° 0.002 0.112
Pentoz fosfat yolag: 5/32 1.6.10*  0.006 0.151
Gliserofosfolipid metabolizmasi 4/39 0.004 0,103 0.234
Valin, lsin ve izolosin biyosentezi 1/9 0.010 0.202 0.04
Glutatyon metabolizmasi 3/38 0.026 0.375 0.256
Valin, lésin ve izolosin bozulmasi 3/40 0.030 0.375 0.220
Galaktoz metabolizmasi 3/41 0.03 0.375 0.020
Glisin, serin ve treonin 0.041
metabolizmasi 1/16 0.400 0.130

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.17. CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel olarak
onemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen yolaklar.

Toplam metabolit Beklenti p
sayisi
Glutatyon metabolizmasi 3/21 0.984 0.071
Gliserol fosfat mekigi 2/11 0.516 0.0904
Fosfatidiletanolamin biyosentezi 2/12 0.562 0.105
Glikoz-alanin dongiisii 2/13 0.609 0.121

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.
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Tablo 4.18. 5-FU ve CIS direncine bagli olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin yer aldiklar1 yolaklar.

Yolak Eslesme p FDR Etki
Durumu*
Kreps dongiisii 1/4 4.2.10°  0.003 0.235
Galaktoz metabolizmasi 5/41 0.001 0.116 0.008
Valin, losin ve izolosin biyosentezi 4/27 0.002 0.171 0.060
Glyoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi 1/10 0.003 0.277 0.040
Pentoz fosfat yolu 1/8 0.004 0.315 0.132
Gliserolipid metabolizmasi 1/8 0.004 0.315 0.216
Propanoat metabolizmasi 4/35 0.004 0.427 0.086
Gliserofosfolipid metabolizmasi 4/39 0.006 0.621 0.231
Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi 4/45 0.010 0.950 0.003
Glukoneogenez 3/31 0.02 1.000 0.050

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orani.

Tablo 4.19. 5-FU ve CIS direncine bagl olarak FHC hiicre hatlarinda istatistiksel
olarak 6nemli degisen metabolitlerin zenginlestirici yolak analizlerinden elde edilen
yolaklar.

Eslesme Durumu* Beklenti p
Warburg Etkisi 5/29 3.00 0.001
Gliserolipid Metabolizmasi 6/25 1.49 0.003
Glukoneogenesis 1/5 2.08 0.003
Glikoliz 1/5 1.49 0,01
Mitokondrial Elektron Tasima Zinciri 4/19 1.13 0,01
Gliserol Fosfat Mekigi 3/11 0.655 0,02
Krebs dongiisii 5/32 0.655 0,02

*Gruplar arasinda anlamli bulunan metabolit sayisinin yolaktaki toplam metabolit sayisina orant.

4.6. Fluksomiks Analiz

Isaretleme islemi gerceklestirilmis hiicre hatlarinda metabolitlerin 20
isaretlenme yiizdelerinin belirlenmesi igin GC-MS ve LC-qTOF-MS sistemleri ile iki
farkli yontem kullanilmistir. GC-MS, monofosfat, Krebs dongiisii metabolitleri gibi
polar bilesiklerin ayirimindaki yiiksek etkinliginden dolay: bu bilesiklerin analizinde
kullanilmistir (Sekil 4.20). LC-qTOF-MS yontemi ise ozellikle GC-MS’de termal

kararlilik gostermeyen fosfoniikletotitlerin analizlerinde kullanilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Krebs Dongiisii metabolitlerinin kontrol ve 20 isaretlenmis hiicre
hatlarindan analizlerine ait 6rnek GC-MS kromatogramlar.
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Sekil 4.21. Hiicre hatlarinda 20 ile isaretlenmis ATP, ADP ve AMP metabolitlerine
ait LC-qTOF-MS spektrumlar.
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Fluksomiks analizlerde ilk dnce isaretleme siiresi belirlenmistir. Bu amagla %
100 doluluga ulagsmus hiicre hatlar1 %30 H2'®0 igeren hiicre besiyerinde 1, 2 ve 5 dak
boyunca isaretlenmis ve 5 dak en uygun isaretlenme zamani olarak belirlenmistir
(Sekil 4.22). Direng gelisimi siireci sonucunda % 100 doluluga ulagmis hiicre hatlar1
% 30 H280 igeren hiicre besiyerinde 5 dakika isaretlendikten sonra fluksomik
analizler gergeklestirilmistir. Caco-2 ve FHC hiicre ile 5-FU ve CIS’e direng
gelistirilen hatlarin farkli metabolitler igin elde edilen 20 ile isaretlenme yiizdeleri

Sekil 4.23-4.25’de sunulmustur.
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Sekil 4.22. Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinda yapilan analizler sonucunda farkli
metabolitler i¢in elde edilen 20 isaretlenme yiizdeleri (1, 2 ve 5 dak)
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Sekil 4.23. Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan Krebs dongiisii metabolitlerin 80

isaretlenme yiizdeleri.
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Sekil 4.24. Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan fosfat iceren metabolitlerin 0

isaretlenme yiizdeleri.
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Sekil 4.25. Caco-2 ve FHC hiicrelerinde yer alan fosfat icermeyen metabolitlerin 80

ile isaretlenme ytizdeleri.
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Sekil 4.26. Hiicre hatlarinda 20 ile isaretlenmis fosfoniikleotitlerin isaretlenme

yiizdeleri.

Tablo 4.20. Caco-2 ve FHC hiicrelerinin dirence bagli olarak degisen dongii hizlari.

Caco-2 Caco 2-5FU  Caco-2-CIS FHC FHC-5FU FHC-CIS
3-fosfogliserik asit 0.812+0.026 1.021£0.055 0.787+0.006 1.263+0.116 0.96+0.0530 1.241+0.073
a-ketoglutarik asit 0.009+0.004  0.025+0.017 0.01940.012  0.018+0.011  0.012+0.004  0.057+0.016
Alanin 0.006£0.002  0.005+0.002  0.024+£0.011  0.002+0.001  0.004+£0.001  0.038+0.012
aspartik asit 0.006£0.002  0.212+0.010  0.693£0.584  0.429+0.031  0.472+0.033  0.408+0.053
Cis-akonitik asit 0.114£0.006  0.17130.036  0.079£0.009  0.216+0.034  0.232+0.021  0.462:+0.143
Fenilalanine 0.004£0.002  0.008+0.004  0.001£0.000  0.020+0.003  0.008+0.003  0.008+0.002
Fosfokalamin 0.068+0.003  0.069+0.005  0.052+£0.011  0.065+0.006 0.107+0.011  0.074+0.008
Fumarik aist 0.229£0.008  0.238+0.003  0.379£0.100  0.301+0.025  0.404£0.023  0.392+0.046
G3P 0.111£0.011  0.021£0.001  0.053+0.022  0.146£0.035  0.300£0.066  0.393+0.092
G6P 0.359£0.051  0.496+0.052  0.245:0.056  1.084:0.062  0.748+0.028  1.111:0.043
Glisim 0.021£0.001  0.023£0.002  0.019£0.001  0.025+0.002  0.023£0.001  0.029+0.003
Glutamik asit 0.153£0.004  0.092+0.004  0.141£0.019  0.069+0.004  0.044+0.003  0.073+0.013
izositrik asit 071240218  0.836+0.202  1.082+0.248 0.841+0.238  1.085+0.127  0.859+0.212
Kreatinine 0.22740.023  0.007+0.003  0.523£0.267  0.013+0.005  0.007£0.000  0.0210.009
Losin 0.118£0.001  0.123+0.001  0.115£0.007  0.099+0.010  0.082£0.002  0.119+0.006
Malik asit 0.176£0.034  0.295+0.009  0.111£0.018 0.411+0.016  0.399+0.021  0.368:0.023

B FHC
M Caco2

mm FHC
mm Caco2
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Caco-2  Caco2-5FU  Caco-2-CIS FHC FHC-5FU  FHC-CIS
Methinin 0.281£0.004  0.283+0.014  0.281+£0.002  0.431+0.018  0.484+0.016  0.435+0.015
Monometilfosfat 0.069+0.005  0.102£0.009  0.055+0.009  0.239+0.015  0.191+0.008  0.251=0.000
Oleik asit 0.035+0.002  0.034£0.003  0.043£0.006 0.049+0.002  0.047+0.003  0.045+0.009
Palmitik asit 0.000£0.000  0.004+0.002  0.006+0.003  0.001£0.001 ~ 0.013£0.004  0.043+0.018
Pi 0.190:0.010  0.228+0.012  0.196+0.026  0.343+0.015  0.336+0.015  0.380+0.008
Pirfosfat 0.333+0.020  0.386x0.013  0.244+0.062  0.438+0.016  0.283+0.027  0.384+0.013
Piroglutamik asit 0.019+0.003  0.018+0.002 0.016+0.004 0.031£0.002  0.018+0.002  0.0300.005
Serin 0.12130.002  0.119£0.000 0.114+0.007 0.11130.002  0.1130.001  0.107+0.001
Sitrik asit 0.25240.011  0.298+0.012  0.198+0.028  0.371+0.028  0.338+0.018  0.270+0.010
Stearik asit 0.006£0.000  0.005+0.000  0.006£0.002  0.007+0.002  0.006+0.002  0.030+0.014
Siiksinik asit 0.062£0.007  0.063£0.005  0.03£0.008  0.072+0.006  0.059£0.004  0.074+0.016
Treonin 0.005£0.002  0.005+0.002  0.004+0.002  0.028+0.003  0.039+0.003  0.044+0.009
Ure 0.365:0.010  0.320£0.048  0.387+0.018  0.258+0.022  0.364+0.020  0.433+0.015
Valin 0.026:0.002  0.029+0.000  0.025+0.003  0.033£0.005  0.051£0.001  0.036+0.004
ADP 0.350£0.042  0.328+0.019  0.228+0.050  0.287+0.008  0.304+0.08  0.464+0.142
ATP 0.481£0.114  0.685£0.041  0.694+0.059  0.712£0.028  0.499+0.056  0.7010.016
GTP 0.345£0.015  0.492+0.039  0.315£0.051  0.546:0.033  0.422+0.015  0.525+0.004
AMP 0.077£0.022  0.173£0.027  0.034+0.012  0.078£0.022  0.109+0.019  0.1010.019
CTP 0.207+0.042  0.294+0.008 0.235+0.020 0.283+0.004  0.245+0.009  0.279+0.010
CDP 0.02340.005  0.027+£0.002  0.004+0.003  0.043+0.005  0.022+0.003  0.069+0.015
ITP 0.135+0.013  0.175£0.012  0.332+0.102  0.175+0.009  0.259+0.072  0.198+0.001
UTP 0.13540.013  0.175£0.012  0.332+0.102  0.17540.009  0.259+0.072  0.198+0.001
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5. TARTISMA

Gliniimiizde omik teknikleri, yiiksek islem hacimli yontemler olarak
hastaliklarin teshisinde, prognozunda ve temel arastirmalarda biyolojik siireclerin
incelenmesinde rutin olarak kullanilmaktadir. Bir numunedeki diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerin tamaminin analizini gergeklestirebilen en yeni omik teknolojisi
metabolomiktir. Bu yontemin sagladigi en biiyiik avantaj ise belirlenmis bir zamanda,
belirli ¢evresel kosullar altinda hiicre/doku fenotipi arasinda daha yakindan bir

baglant1 olusturmaya olanak vermesidir.

Canli sistemlerde omik teknolojileri ile elde edilebilen her tiirlii bilgi aslinda
baska bir omik verinin yol gdstericisi de olabilmektedir. Ornegin; protein seviyeleri
bir hiicre sisteminin metabolik profilini etkilemekte ve ayn1 zamanda metabolitlerin
derigimleri protein ekspresyonlarini etkilenmesine neden oldugu i¢in proteom ve
metabolom profilleri dogrudan birbirleri ile baglantilidir. Bu nedenle gesitli omik
verileri (genomik, proteomik, metabolomik, fluksomik, transkriptomik) birlestiren
entegre bir yaklasim, herhangi bir uyaranin biyolojik etkilerinin daha kapsamli bir

sekilde anlagilmasi1 acisindan ¢ok giiglii bir aragtir.

Son yillarda kolorektal kanserin tedavisinde 6nemli ilerleme kaydedilmesine
ragmen, bu kanser tiirli diinya ¢apinda kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biri olarak kalmaya devam etmektedir. 5-FU ve CIS, kanser
tedavilerinde ve klinik ¢caligsmalarda yaygin olarak kullanilan kemoterapétiklerdir. Son
yillarda bu ajanlarin etki mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi, kemoterapotik
aktiviteyi artiran yeni stratejilerin gelistirilmesini tesvik etmistir. Bununla birlikte,
kanser hiicrelerinin kemoterapoétiklere karst gelistirdikleri ilag¢ direnci nedeniyle klinik
etkileri azalmaktadir. Yiriitilen kapsamli arastirmalara ragmen ila¢ direnci,
kemoterapotik ilaglarin  klinik uygulamasinda kritik smirlama olmaya devam
etmektedir. Dolayisiyla kemoterapotiklere karst hiicrelerin gosterdigi ilag direncinin
iistesinden gelinebilmesi i¢cin daha fazla arastirma yapilmasinin kanser terapisinin

potansiyelini arttirmada etkili olacagi diistiniilmektedir.

Kaynaklarda ¢oklu ilag¢ direnci, farkli ilag gruplari i¢in farkli hiicre tiplerinde

olduk¢a ayrintili calisilmis ve konuya iliskin ¢ok sayida rapor yayinlanmistir. Bu
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calismalarin ¢ogu, c¢oklu ilag direncinin mekanizmasini aydinlatmaya yonelik
caligmalardir; her biri farkli/ayn1 hedef gen/protein lizerine odaklanmigtir (60-63). Bu
dogrultuda heniiz ila¢ direnci durumunda hiicrenin omik verilerinin nasil etkilendigini
kapsamli sekilde arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla, kanser hiicre
hatlarindaki diren¢ gelisimine bagli olarak degisen dinamiklerin belirlenmesi igin

metabolomik ve fluksomik analizler gergeklestirilmistir.

Bu kapsaminda hiicre hatlarinda ayr1 ayr1 5-FU ve CIS ile direng gelistirilmis;
direng gelisimi sirasinda kaynaklarda siklikla rapor edildigi gibi Caco-2 hiicrelerinin
enterositlere fenotipik transdiferansiasyonunu engellemek amaciyla hiicrelerin tam
doygunluga ulagsmasmi beklemeden pasajlama yapilmistir. Direng gelisimi igin
hiicrelerin ila¢ ile uyarimi i¢in siire konusunda kaynaklarda c¢ok farkhi
uygulamalar/protokoller mevcut olmakla birlikte genellikle ICso degerinin altindaki
derisim ile uyarimda 2-3 aylik bir siirenin yeterli olacagi rapor edilmektedir. Bu
amagla ilk once kemoterapdtik ajanlarin 1Cso degerleri belirlenmis (Sekil 4.1-4.2) ve
hiicre hatlar1 5-FU ve CIS’e maruz birakilarak diren¢ gelisimi her iki ila¢ i¢in de 6

aylik siiregte gergeklestirilmistir.

Kolorektal kanseri alanindaki arastirmalarda in vitro hiicre kiiltiiri modeli
olarak kullanilan Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinin ila¢ direncine bagli olarak degisen
metabolomik profilleri GC-MS ve LC-qTOF-MS yontemleri ve lipidomiks ¢aligmalar
ise LC-qTOF-MS ile incelenmistir. Bu amagla 6 adet FHC ve Caco-2 hiicre hatlarinda
iki farkli kematdrapotik ajan ile gelistirilen direng calismalart GC-MS ve LC-qTOF-
MS ile analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.3-4.5). Bu analizler sonucunda GC-MS
ve LC-qTOF-MS temelli metabolomik c¢alismalarda ve LC-qTOF-MS temelli
lipidomik ¢aligmada sirasiyla 122, 68 ve 151 metabolit olmak {izere toplamda 341 adet
metabolit tanimlanmustir (Tablo 4.4 - 4.6).

Biyolojik bir olayin kantitatif bir metabolikte neden oldugu metabolomik
degisiklikleri ortaya ¢ikarmak i¢in, farkli numunelerde bulunan ayr1 ayn
metabolitlerin gercek derisim farkliliklarini incelemek i¢in dogru ve kesin bir 6l¢iim
yapabilen analitik bir ara¢ kullanmak ¢ok Onemlidir. Metabolomik analizlerin
basamaklarinda yer alan basamaklarin (numune toplama bi¢imi ve saklanmasi,

numune analizi ve veri analizi) her biri kantitatif sonuglar1 nemli 6lgiide etkileyebilir
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ve bu nedenle biiylik bir 6zenle yapilmalidir. Bunlar arasinda, toplam numune miktari
veya metabolitlerin derisimleri, bir numuneden digerine énemli 6l¢iide farkli olabilir.
Bu nedenle, toplam numune miktar1 degisiminin, bireysel metabolitlerin miktar tayini
tizerindeki etkisinin azaltilmasi veya yok edilmesi kritik 6neme sahiptir (64). Biiyiik
Olgekli hedeflenmemis metabolomik analizler de yasanan bu varyasyonlar farkli
normalizasyon teknikleri ile ortadan kaldirilabilir. Calismamizda analizlerden
kaynaklanan farkliliklar1 ortadan kaldirmak ig¢in farklt normalizasyon teknikleri
Ozellikle varyasyonun ¢ok yiiksek oldugu GC-MS verilerinde denenmistir (Sekil 4.6-
4.9). Analiz sonucunda elde edilen veriler temel bilesen bir, iki ve ilk iki temel bilesen
icin en kiiclik varyasyon degerlerleri sirasi ile ham verinin otomatik dl¢eklendirmesi
ve TPN’nin otomatik o6l¢eklerdirme yapildiginda elde edilmistir (Tablo 4.1-4.3).
Varyasyonun en aza indigi ham veri otomatik normalizasyon yerine TPN ve otomatik
Olceklendirme teknigi diren¢ mekanizmasinin arastirilmasinda metabolomik
verilerinin normalizasyonu ic¢in kullanilmigtir. Cilinkii ham verinin otomatik
6lceklendirmesine dayali analizler 6zellikle hiicre kiiltiirii gibi farkli miktarda numune
orneklerinin normalizasyonunda etkili olamamaktadir (64). Metabolomik ve lipidomik
calismalar sonucunda elde edilen veriler TPN ve otomatik 6lgeklendirme teknigi ile

normalize edilerek Tablo 4.4 - 4.6’da sunulmustur.

Normalize edilmis wveriler {izerinde ¢ok degiskenli veri analizleri
gerceklestirilmistir. Ik dnce veri setinde sistematik bir hata veya aykir1 bir deger olup
olmadigi PCA skor grafigi ile gézlemlenmistir (Sekil 4.10). Aykir1 degerler verilerden
uzaklastirildiktan sonra gruplar arasindaki farklilasmay1 daha ayrintili inceleyebilmek
icin PLS-DA analizleri her iki hiicre hatt1 i¢in bir arada ve ayr1 ayr gerceklestirilmistir
(Sekil 4.11A-4.13A). PLS-DA grafikleri Caco-2 ile FHC hiicre hatlarin direng
gelisimine bagl olarak farkli metabolomik profiller sahip olduklarini gostermistir. Bu
farklilasmaya neden olan metabolitlerin bulunmasi i¢in VIP (projede dnemli degisken)

grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.11B-13 B).

PLS-DA yontemi zorlanmis bir analiz yontemi oldugu i¢in dogrulugunun
gosterilmesi gerekmektedir. Bu amagla PLS-DA modellernin giivenilirligi hesaplanan
(R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerlerinden yararlanilir. Farkli modeller icin elde
edilen R? ve Q? degerleri [R?: 0.96 ve Q2:0.73 (Caco-2 ve FHC) ve R?: 0.95 ve Q2:0.76
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(Caco-2) ve R?: 0.99 ve Q%0.87(FHC)] Sekil 4.11-4.13de verilmistir. Elde edilen R?

ve Q? degerlerinin 0.5’den biiyiik olmas1 yontemlerin gegerliligini gdstermektedir.

Caco-2 ve FHC hiicre ile 5-FU ve CIS’e direng gelistirilen hiicre hatlar1 tek
degiskenli veri analiz yontemleriyle de Kkarsilastirilmis ve gruplar arasinda
kargilastirmalara ait p degerleri Tablo 4.7°de verilmistir. Belirlenen ¢ok sayida
metabolit arasindan direng gelistirilmemis ve gelistirilmis grup arasinda anlamli
diizeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptanan metabolitler ile gerceklestirilen yolak
analizleri (MetaboAnalyst, Kanada) sonucunda dirence bagli degisen yolaklar
belirlenmistir (Tablo 4.8-12, Sekil 4.15-19). Degisen yolaklar incelendiginde
cikarilacak en temel sonug aslinda metabolit diizeylerindeki farklilik agisindan her iki
ilag ile elde edilen degisimlerin benzer olmasidir. Her iki ajanla da degisim saptanan
yolaklar temelde malat-aspartat mekigi, aminoasit, amonyak metabolizmalar1 ile
glikoz-alanin ve iire dongiileri olup bu yolaklarda da etkilenen metabolitlerin ayni
olmasi dikkat ¢ekicidir (Tablo 4.9-4.11). Aslinda kaynaklarda g¢oklu ilag direnci
calisilirken diren¢ gelisim mekanizmalarinin protein ve gen diizeyinde farkli oldugu
rapor edilmektedir. Tez ¢iktilari ile s6z konusu veriler birlikte ele alindiginda her bir
ajanin bireysel olarak direng gelistirme mekanizmasi farklt da olsa etkilenen
metabolitlerin ve yolaklarin ortak oldugu sonucuna varilabilir. Kaynaklarda Caco-2
hiicrelerinin omik temelli ¢aligmalar ile metabolomik ve proteomik profillerinin
belirlendigi en kapsamli ¢aligsma Gioria ve ark. tarafindan 2016°da yayinlanmis ve altin
nanopartikiillerin Caco-2 hiicreleri Tlizerindeki toksisitelerini metabolomik ve
proteomik teknikler ile degerlendirdigi c¢alismadir (65). Bu c¢alismada hiicre
ekstraktlarinda altin nanopartikiillerin etkisi ile 35 tane metabolit 61 tane de protein
diizeyinin degistigi rapor edilmistir. Metabolomik profilleme i¢in s6z konusu
caligmada sadece LC-MS verisi degerlendirilmistir. Tez kapsaminda omik temelli
calismalar [metabolomiks, (GC-MS ve LC-qTOF-MS), lipidomiks ve fluksomiks] ile
kontrol grubunda ve direng gelistirilen gruplarin her birinde 341 adet metabolit
diizeyinin saptanmis olmasi nedeniyle calisma alaninda Onciil nitelikte bir ¢alisma
olarak degerlendirilmistir. Gioria ve ark. tarafindan rapor edilen ¢alismada protein
metabolizmasi, hiicre morfolojisi ve transport ile sinyal iletimi yolaklarindaki diizeyi
degisen metabolitlerin altin nanopartikiillerin toksisitesi ile iligkili olabilecegi

degerlendirilmesi yapilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada altin nanopartikiillerin canli
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sistemlerle etkilesime girmesi sonucunda etkilenen biyolojik siire¢lerin anlagilmasina
katkida bulunulmustur. Lamers ve ark. tarafindan rapor edilen bir bagka ¢aligmada ise
inulinin  Caco-2 hiicrelerindeki etkisini degerlendirmek igin 'H-NMR temelli
metabolomik analizler gergeklestirmistir (66). Bu calismada ozellikle in vitro
kosullarda gergeklestirilen metabolomik profillemenin in vivo kosullari yansitma
acisindan iyi bir model oldugu ve in vitro kosullarda ¢alismanin 6zellikle de maliyet
acisindan avantajli oldugu belirtilmistir. Yukarida bahsi gegen iki ¢alisma Caco-2
hiicrelerinde giiniimiize kadar gerceklestirilmis en kapsamli omik temelli
calismalardir. Tez kapsaminda taranan metabolit sayisinin séz konusu c¢aligmaya
kiyasla yaklasik 10 kat fazla olmasina paralel olarak Caco-2 hiicrelerinde 5-FU ve
CIS’e direng gelisimiyle iliskilendirilen yolak sayist da benzer sekilde daha fazladir.
Omik temelli ¢aligmalarda tespit edilen metabolit sayisi arttikg¢a ilgilenilen

mekanizmaya dahil olan yolaklarin daha ayrintili saptanmasi beklenen bir durumdur.

Bu tez kapsaminda 5-FU ve CIS kars1 Caco-2 hiicrelerinde direng gelismesinin
mekanizmasi omik temelli ¢aligmalar ile aragtirilmis ve direng gelisimi ile birlikte
etkilenen hiicresel yolaklar belirlenmistir. Kaynaklarda her iki kemoterapotik ajana
kars1 direng gelisiminde Bcl-2/Bax proteinlerinin rol oynadigi rapor edilmis ve bir¢ok
calisma bu proteinler ¢evresinde direng gelisimi mekanizmasini aydinlatmaya yonelik
tasarlanmistir (67-69). Buna kargin Bonneau ve ark. 2013’de yayinladiklar1 derleme
niteligindeki bir ¢aligmada Bcl-2 protein ailesinin rol aldig1 non apoptotik yolaklari
Ozetlemigler c¢alismada Bcl-2’nin hiicre siklusunun diizenlemesinden baslayarak
immiin cevap olusumu, hiicre migrasyonu, erken embriyonik gelisim gibi birgok
yolakta gorev aldigi bildirilmistir (70). Bu bilgiler dogrultusunda tez kapsaminda
direng gelisimi ile birlikte etkilendigi ortaya konulan ¢ok sayida hiicresel yolagin var

olmasi sasirtict degildir.

Caco-2 hiicrelerinin 5-FU ve CIS ile 6 aylik siire ile uyarilmalar1 sonucunda
her iki hiicre grubunda da LC-qTOF-MS ve GC-MS ile elde edilen metabolomik
profiler incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla Ozellikle amino asit
metabolizmasinin, Krebs dongiisiiniin ara bilesenleri, niikleik asit, karbohidrat ve lipit

metabolizmalarinin etkilendigi tespit edilmistir.
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Iki grubun metabolomik verilerinden yola cikarak iki grupta da kontrol
grubuna kiyasla ayni anlamlilik diizeyinde degisen 4 metabolit oldugu; bunlardan
ikisinin amino asit (alanine ve glisin); birinin bir gliserofosfolipid (fosfatidik asit);
digerinin ise bir niikleik asit oldugu (sistidin) belirlenmistir. Bu 4 metabolitteki
degisimin direng gelistirilen ajandan bagimsiz olarak gergeklestigi; direng gelisim

mekanizmasi agisindan ortak, ayirict olmaktan uzak metabolitler oldugu saptanmistir.

Tek basina kontrole kiyasla 5-FU ile direng gelistirilen gruba ait profil
incelendiginde; aminoasit metabolizmasinda yer alan 10 adet metabolitin anlamh
sekilde degistigi saptanmistir. Bunlardan 7’si (Serin, alanin, glutamik asit, aspartik asit,
lizin, glisin, izolosin) protein yapisinda yer alan standart amino asitler, 1’i
posttranslasyonel modifikasyon ile standart aminoasit olan prolinden elde edilen ve
ekstraseliiler matriksin temel bileseni olan kollajen yapisinda yer alan amino asit;
hidroksi prolindir digeri ise protein yapisinda yer almayan amino asit; homoserindir.

Metabolik profili degistigi saptanan diger amino asit ise taurindir.

5-FU ile diren¢ gelisim siirecinde amino asit metabolizmasinda anlaml
diizeyde en c¢ok etkilenen 3 metabolitten ilki miyoinozitoldiir. Miyoinozitol, endojen
olarak glukozdan sentezlenir dolayisiyla esansiyel degildir, miyoinozitol de inozitol
fosfatlar dahil birkag ikincil mesajcil i¢in prekiirsoriidiir. Ayrica Miyoinozitol,
fosfatidilinozitol (PI) fosfatidilinozitol fosfat (PIP) gibi membran lipidlerinin 6nemli
bilesenidir. 5-FU ile fosfatidilkolin ve fosfatidilkolin diizeylerinin kontrole kiyasla
anlamli artmis tespit edilmis olmasi da miyoinozitol diizeyindeki artigtan ileri
gelmektedir. Bu sekilde biyolojik membranlarin yapisinda yer alarak miyoinozitoliin
insiiline kars1 duyarliligr arttirdigi da rapor edilmistir (71). 5-FU ile direng gelisim
stirecinde en ¢ok etkilenen ikinci metabolit ise taurindir. Taurin metiyonin, sistein,
homosistein gibi siilfiir tagiyan bir amino asittir. Taurin protein yapisinda nadiren yer
alir, daha ziyade hiicre membranini stabilize etmek ve potasyum, sodyum,
magnezyum, kalsiyum gibi iyonlarin membrandan ge¢isini kolaylastirmak icin
biyolojik membranlarin yapisinda yer alir; endojen olarak B6 vitaminin varliginda
sistein amino asitinden sentezlenir. 5-FU direng gelisiminden en ¢ok etkilenen

metabolit kreatinindir. Kreatinin hiicrede enerji mekigi olarak gérev yapan ve anlik
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enerji ihtiyaci karsisinda hizli enerji temini saglayan kreatinin yikim {irtintidiir. Kreatin

ise arjinin, glisin ve metiyonin amino asitlerinden sentezlenen bir tripeptittir.

5-FU ile diren¢ gelisiminde Caco-2 hiicrelerinde etkilendigi saptanan diger
metabolik yolak niikleik asit metabolizmasidir. Niikleik asitlerden sitidin ve adenin
diizeylerinin kontrole kiyasla arttigi; timin diizeyinin ise azaldig1 tespit edilmistir.
Sitidin bir pirimidin niikleoziti; adenin piirin bazi; timin ise pirimidin bazidir. Bu bilgi
dogrultusunda 5-FU’in etkisi ile hem pirimidin hem de piirin metabolizmasinin
etkilendigi sonucuna varilmistir. Niikleik asitlerin yapi taslar1 olan niikleotidler bir
piirin veya pirimidin baz, 5 karbonlu monosakkarit; riboz ve fosfattan olusur. 5-FU ile
direng gelisiminde riboz 5-fosfatin diizeyi kontrol grubuna kiyasla 5 kattan fazla artis
gostermistir. Bu durum niikleotid yapiminin hiicrede arttigini; hiicrede niikleik asit
sentezi yapilacagini igaret etmektedir. Niikleik asitler DNA ve RNA’nin yer aldigi
makromolekiil ailesidir. DNA yapimi; hiicre replikasyonu sirasinda uyarilir, RNA
yapimi ise protein sentezinin uyarilmasiyla aktive olur, protein sentezinin artmasi da
metabolizmanin anabolizma bileseninin aktif oldugunu; hiicrenin bdliinmeye
gidecegini isaret eder. Kemoterapotik ajanlara karsi gelistirilen direncin temel
gostergesi kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasinin 6niine gegilememis olmasidir. Niikleik asit
ve riboz 5 fosfat metabolizmasindaki bu degisikler direng gelisiminin dogal sonucu

olarak kabul edildiginden elde edilen sonuglar literatiir bilgisi ile uyumludur (68, 69).

5-FU ile direng gelisim siirecinde Krebs dongiisii ara bilesenlerinden malat ve
o-ketoglutarat diizeyinin kontrole kiyasla anlamli sekilde arttigi belirlenmistir.
Piruvat, malik enzimin katalizledigi bir reaksiyonla malata donlismektedir. Bu
reaksiyonda ayrica NADP" indirgenerek lipogenez i¢in gerekli NADPH da olugur. Bu
tez kapsaminda elde edilen lipidomiks verilerinden biyolojik memranlarin yapisinda
yer alan birgok membran lipidinin diizeyinde artis oldugu saptandigindan; malik enzim
reaksiyonu ile elde edilen NADPH’1n 6zellikle membran lipidlerinin biyosentezinde
kullanilmak {izere {iretilmis olabilecegi sonucuna varilmustir. Ozellikle kanser
hiicrelerinde glikoliz yolunun asir1 ¢calismasina bagl olarak piriivat miktarinda artis
olacagindan pirlivatin malik enzim araciligt ile malata cevrilmis olacag:

diislinilmiistir.  a-ketoglutarat diizeyinde izlenen artis ise Krebs dongisiiniin
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hizindaki artistan ziyade glutamat, transaminasyon ile a-ketoglutarata doniistiigiinden

glutamat diizeyinde izlenen artisla iliskilendirilmistir.

CIS ile direng gelistirilen gruba ait metabolomik profilin aminoasit
metabolizmasina ait boliimiinde ise sisplatin direng gelisimi ile etkilendigi tespit edilen
6 metabolit bulunmaktadir. Bunlardan besi (alanin, glutamik asit, treonin, alanin ve
glisin) protein yapisinda yer alan standart aminoasit iken digeri esansiyel amino asit
triptofandan endojen olarak sentezlenen ve bir ndrotransmitter olan serotoninin
prekiirsorii; 5-hidroksi L-triptofandir. Kiiltiir ortaminda bulunan Caco-2 hiicrelerinin
serotonin sentezleyip degrade edebildikleri Vieira-Coelho ve ark. tarafindan

gerceklestirilen bir ¢alisma ile de gosterilmistir (72).

CIS ile elde edilen metabolomik profilden Krebs dongiisii arabilesenleri
incelendiginde ise dongiiniin bes ara bileseninin (sitrik asit, malik asit, fumarik asit, o.-
ketoglutarat, cis-akonitat) de derisiminin kontrole kiyasla artmis oldugu tespit
edilmistir. Uzun zincirli yag asitlerinin derisimlerinin azalmis olmasi da CIS direng
siirecinde lipolizin aktive oldugunu; bu katabolizma ile aciga ¢ikan asetil KoA
birimlerinin de Krebs dongiisine girerek enerji eldesinde kullanildigini

yansitmaktadir.

CIS ile direng gelisiminde Caco-2 hiicrelerinde etkilendigi saptanan diger
metabolik yolak niikleik asit metabolizmasidir. Niikleik asitlerden timin, sitidin ve 5'-
metiltiyoadenozin diizeylerinin kontrole kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Sitidin bir
pirimidin niikleoziti; timin pirimidin bazi; 5'-metiltiyoadenozin ise plirin niikleozittir.
CIS etkisi ile hem pirimidin hem de piirin metabolizmasinin etkilendigi belirlenmistir.
5'-metiltiyoadenozin; poliamin biyosentez yolunda metil grubu dondrii olarak islev
goren S-adenozilmetiyoninden tiirer. Gen ekspresyonu, proliferasyon, farklilagsma ve
apoptozis gibi metabolik yollarin diizenlenmesinde rol oynar. Bu bulgu, CIS ile gelisen
direng mekanizmasinda proliferasyonun tekrar uyarilmasi amaciyla 5'-

metiltiyoadenozin derisimin artmig olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir.

Caco-2 hiicreleri iizerinde in vitro kosullarda gerceklestirilen bu calisma
kapsaminda 5-FU ve CIS ile direng gelistirilmesi indiiklenmis; gelisen direngte

etkilenen metabolik yollar ya da metabolitler belirlenmistir. iki kemoterapétik ajan
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icin farkli metabolomik profiller elde edilmis olmasi nedeniyle bu iki ajana kars1
gelistirilen direncin mekanizmasimin Caco-2 hiicreleri i¢in farkli oldugu sonucuna
ulasilmigtir. 5-FU ile proliferasyonun anabolik yollarin aktive olmasi ile uyarildigi; bu
durumun da en iyi biyolojik membran bilesenlerinin derisimin artis1 ile tespit
edilebildigi saptanmistir. Ozellikle miyoinozitoliin ve taurinin diren¢ gelisiminin
gostergesi olarak kullanilabilecegi degerlendirilmesi yapilmistir. CIS ile gelisen
direngte ise metabolomik profilde elde edilen kaymalar 5-FU ile elde edilen profil ile
birebir 6rtlismemektedir. CIS ile direng gelisim siirecinde enerji metabolizmasinin da
etkilendigi; yag asitlerinin enerji eldesinde kullanildig1 g6z ardi edilmemelidir. 5'-
metiltiyoadenozinin proliferasyonu uyarma acisindan etkin bir bilesik olmasi
nedeniyle CIS direng gelisiminin gostergesi olarak 5'-metiltiyoadenozinin

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Deney protokoliinde diren¢ gelisim asamalarinda kullanilan kanser hiicre
hattinin (Caco-2; insan epitelyal kolorektal adenokarsinom hiicreleri) saglikli kontrolii
niteliginde kullanilan hiicre hattt FHC (insan normal kolon epitel hiicreleri)
hiicreleridir. Deney siiresince FHC hiicre hatti Caco-2 hiicreleri ile ayn1 muameleye
tabi tutulmustur. Bu hiicrelerin deneyde kullanilma amaci saglikli hiicreler ile kanserli
hiicrelerin antineoplastik ajanlara kars1 verdikleri cevabin metabolomik profillerinin
irdelenmesidir. Klinikte kemoterapotik ajan kullanimima bagli karsilasilan hiicre
temelli sorunlarin; kanserli hiicrelerde kemoterapdtik ajanlara karsi gelisen direncin
ve saglikli hiicrelerde etken madde kaynakli toksisiteye bagli gézlenen saglikli hiicre

kaybinin; metabolomik profildeki etkilerinin saptanmasi da amaglanmaistir.

5-FU ile muamele acisindan Caco-2 ve FHC hiicrelerinden elde edilen
metabolomik profiller incelendiginde iki profilin belirli metabolitler agisindan
cakistig1; ancak profillerin ayrigmasi icin kullanilabilecek metabolitlerin var oldugu
sonucuna varilmistir. Ozellikle Caco-2 hiicreleri ile elde edilen profilde en ¢ok
etkilenen metabolit profillerinin biyolojik membranlarin yapisinda yer alan lipit tiirevi
metabolitlerin profillerine ait oldugu; buna karsin FHC hiicrelerinin uzun siireli 5-FU
ile muamelesinde lipit metabolizmasimna ait metabolitlerin profillerinin anlaml
diizeyde degismedigi saptanmistir. FHC hiicrelerinde 5-FU’e uzun siireli maruziyet

sonucunda Caco-2 hiicrelerinden farkli olarak aminoasitlerden beta-alanin, metiyonin,
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prolin, N-asetilarjinin, N-asetil glutamik asit, hipotaurin ve triptofanin; Krebs dongiisii
arabilesenlerinden ise sitrik asit basta olmak iizere siiksinik asit ve fumarik asitin

metabolomik profillerinin etkilendigi belirlenmistir.

Bu veriler dogrultusunda FHC hiicrelerinde 5-FU ile gozlenen ilag
toksisitesinde aminoasitlerden en ¢ok beta-alanin, metiyonin ve Krebs dongiisii ara
bilesenlerinden sitrik asit ve fumarik asit metabolizmasmin etkilendigi; Caco-2 de
gozlenen ila¢ direncinde ise daha ziyade biyolojik membran lipitlerinin

metabolizmasinin etkilendigi sonucuna ulasilmstir.

Diren¢ gelisimine bagli olarak hiicre dinamiklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla ilk 6nce isaretlenme siiresi belirlenmistir. Farkli zamanlarda
gergeklestirilen isaretleme islemi sonucunda 5 dakika isaretleme zamani olarak
belirlenmigtir. Boylece daha diisiik isaretlenme yiizdesine sahip metabolitler de

isaretlenebilmesi izlenilmistir.

Isaretleme islemi gerceklestirilmis hiicre hatlarinda metabolitlerin 20
isaretlenme ytizdelerinin belirlenmesi i¢in GC-MS ve LC-qTOF-MS sistemleri olmak
iki farkli yontem kullanilmistir. GC-MS, monofosfat gibi polar bilesiklerin
ayirimindaki yiiksek etkinliginden dolayi bu bilesiklerin analizinde kullanilmigtir. LC-
qTOF-MS yontemi ise Ozellikle GC-MS’de termal kararlilk gostermeyen
fosfoniikletotitlerin analizlerinde kullanilmigtir. Iki farkli yéntem kullanilmasmin
diger bir 6nemli nedeni se¢iciliktir. Clinkii molekiildeki her bir oksijenin isaretlenmesi
ile molekiiliin m/z degerinde 2 amu’luk artis olmaktadir. Bu durumda bilesigin
isaretsiz halinde bir girisim goriilmezken isaretlenmeye bagli olarak girisimler
gozlenebilmektedir. Ozellikle yakin kiitle ve benzer ozellikteki maddelerin

birbirlerinden ayirilmasinda sorunlar ¢gikmaktadir.

80 ile zenginlestirmede isaretleme ajam olarak 20 isaretli su (H2!%0)
kullanilmistir. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) veri tabanina gore
suyun rol aldig1 yaklasik olarak 3000 enzimatik reaksiyon bulunmaktadir. Bu durumda
sadece fosfometabolitlerin degil suyun yer aldig1 ve fosfat olmayan bilesiklerin de

isaretlenmesi beklenmektedir. GC-MS ile yapilan analizlerde Krebs, amino asit, yag
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ve seker metabolizmasinda yer alan metabolitlerin isaretlenme ylizdeleri

hesaplanmustir.

Fluksomiks teknolojisi omik teknolojileri arasinda goreceli olarak daha nadiren
kullanilan bir tekniktir. Herhangi bir yolaktaki ara iirliniin dongii hiz1 hakkinda bilgi
veren bir yontem olmasi nedeniyle s6z konusu yolagin ¢alisma hizinin bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir. 5-FU ile direng gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla Krebs dongiisii ara triinlerinden sitrik asit, alfa ketoglutarat, cis
akonitik asit ve malik asit dongii hizlarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) artis tespit edilmistir (Sekil 4. 23). Dongii hizi tayin edilebilen Krebs
asit dongiisii bilesenlerinden sitrik asit ve fumarik asit dongii hizlarinda ise anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. Dongli hiz1 tespit edilebilen ara {irlinlerden (6 adet)
cogunlugunun (4 adet) isaretlenme yiizdelerinin artmis olmast aslinda dongiiniin
hizinin arttigina isaret etmektedir. Kalan 2 araiiriin (sitrik asit ve fumarik asit) i¢in
dongii hizinda degisim saptanamamis olmasi bu iki ara iiriiniin hiicresel bir ¢ok yolakta
kullaniliyor olmasindan ileri geldigi diistiniilmektedir (73). Krebs doéngiisiiniin
analizlerde CIS ile elde edilen veriler ve 5-FU ile elde edilen verilerden farklilik
gostermistir. CIS ile direng gelisimine paralel olarak Krebs dongiisii ara
bilesenlerinden o-ketoglutarat disinda hi¢ birinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
(p>0.05) gézlenmemistir. Bu dogrultuda, CIS ile olusturulan direng ile 5-FU ile
olusturulan diren¢ mekanizmasinin Krebs dongiisii ara bilesenlerinin déngii hizlarina

olan etkilerinin farkli oldugu sonucuna varilmistir.

Glikolitik ve mitokondriyal metabolizmay1 birlestiren G3P mekigi Caco-2
hiicre hatlarinda dirence bagl olarak azalmistir (Tablo 4.20). Bu durum G3P
mekiginin diizglin ¢calismadig1 ve mitokondri igin gerekli siibstratin saglanmadigini
gostermektedir (74, 75). G3P isaretlenme yiizdesi dolayisiyla da dongii sayis1 5-FU’de
CIS’ gore daha anlamli azalmistir ve ilk kez direng gelisimine bagl olarak degistigi
gosterilmistir (Sekil 4.24 ve 4.28). Bununla birlikte mitokondri i¢in baska bir
saglayicist olan glutamik asitin isaretlenmesinde gozlemlenen diisiis mitokondrinin
farkli mekiklerle de saglanmadigini gostermektedir (Sekil 4.25 ve 4.29). Caco-2
hiicrelerinde SFU’ya bagli olarak G6P dongii hizinda bir degisim gozlenmezken CIS

ile gbzlemlenen direngte azalma egilimi gostermistir. Hiicrelerde enerji ihtiyacinin



103

kargilanmasi i¢in ATPase reaksiyonunun (ADP, Pi ve H +) nihai iiriinlerinin
cikarilmasina ve ATP iiretim bolgelerine metabolik sinyallerin iletilmesine baglidir
(76, 77). Spesifik olarak, ATP hidrolizi sirasinda ATPase enziminin bulundugu
bolgede iiretilen *8O-isaretli inorganik fosfatlarmn, y-ATP'ye dahil edilecek ayr1 bir
ATP iiretim alanina ulagsmasi1 gerekir. ATP {iretiminin aktivasyonundaki gecikme,
iniorganik fosfatin isaretlenmesine kiyasla y-ATP’in *80 isaretlenmenin farkli kinetigi
ile sonuglanacaktir. Boylece, inorganik fosfatin ve y-ATP’in 80 isaretlenme kinetigini
takip ederek, hiicre i¢i enerji iletisimi izlenebilir [17,67]. Calismamizda dirence bagl
olarak inorganik fosfatin ve y-ATP’in 80 isaretlenme orani degismemistir (Sekil
4.30). Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar yaslanma miyokard biyoenerjitiginin
metabolik stres egitimi ile iyilesme potansiyelini gostermektedir. Mitokondri
mekiklerinde farklilik gdzlenmesine ragmen oligofosfoniikleotitlerin, inorganik
fosfatin  ve inorganik/ATP isaretlenme oranlarindaki anlamli  degisiklilik
gbzlenmemesi mitokondri ve enerji metabolizmasiin dinamikleri agisindan dirence

bagli bir degisim olmadigin1 géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismamizda hiicre hatlarinda ayr1 ayr1 5-FU ve CIS ile direng
gelistirilmis; direng gelisimine bagli olarak hiicre fenotipindeki degisiklikler

metabolomik ve fluksomik tekniklerle incelenmistir.

Metabolomik analizler 2 farkli yontemle (GC-MS ve LC-qTOF-MS) yapilarak
en genis kapsamli metabolit analizi gergeklestirilmistir. Ayrica hiicrelerin lipit
diizeyindeki  degisimleri LC-qTOF-MS temelli lipidomiks analizlerle de
degerlendirilmistir. Metabolomik analizler sonucunda elde edilen verilerle
gerceklestirilen ¢ok veri analizinde dirence bagli olarak metabolomik profillerde
degisimler gdzlemlenmistir. Yapilan yolak analizlerinde her iki ajanin benzer yolaklari
etkiledigi gozlemlenmistir. Her iki ajanla da degisim saptanan yolaklar temelde malat-
aspartat mekigi, aminoasit, amonyak metabolizmalar1 ile glikoz-alanin ve {ire

dongiileri olup bu yolaklarda da etkilenen metabolitlerin ayn1 olmasi dikkat ¢ekicidir.

Fluksomik analizlerde de iki farkli analitik plartform kullanilmistir. GC-MS,
monofosfat gibi polar bilesiklerin analizlerinde, LC-qTOF-MS ise fosfoniikletotitlerin

analizlerinde kullanilmistir.

Ilk kez 8O bagl isaretleme teknigi kanser hiicre hatlarinda hiicre
dinamiklerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Yine ilk kez Krebs, amino asit, yag ve
seker metabolizmasinda yer alan metabolitlerin 80 isaretlenme yiizdeleri
hesaplanmustir. {lag direncine bagli olarak krebs déngiisii metabolitlerinde,

fosfoniikleotilerde anlamli degisiklikler tespit edilmistir.

Bu tez kapsaminda omik temelli arastirma tekniklerinin mekanizma bazh
calismalarda etkilenen yolaklarin ortaya konulmasi agisindan ytiksek potansiyele sahip
oldugu ortaya konmustur. Ayrica, degisen aglarin, siireglerin ve yolaklarin
belirlenmesine dayanarak elde edilen bilgilerin, yeni ilag tasariminda, toksisite ve/veya
diren¢ gelisiminde, tedavi siirecinin takibinde 6zgiil biyobelirteclerin tanimlanmasi

acisindan yol gdosterici olacagi diistiniilmektedir.
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EK 3. Istatistiksel Katsayillarin Hesaplanmasi
Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi:

Standart sapma

Bagil Standart Sapma (BSS) = Aritmetik ortalama X 100

Standart Hata Hesaplanmasi: Standart Hata (SH) = oo save
cum sayls

Merkezi ortalastirma: Xij= xij — X

X ;j: Normalize edilmis deger
x;j: Metabolit pik alani
X;: Metabolit ortalama pik alani

Xij = X
Si

Otomatik dl¢eklendirme: X;; =

s;: Standart sapma

. . ~ Xij— X
Aralik dl¢eklendirme: X = #
imaks™*imin

Ximaks. En yiksek metabolit pik alani

Ximin- En kiiclik metabolit pik alani

xij - fi

N

Paretro élgeklendirme: X';; =

Standart sapma

113



114

9. OZGECMIS

1980 yilinda Ankara’da dogdum. ibn-i Sina Lisesini’ni bitirdikten sonra 1999
yilinda girdigim Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi’nden 2004 yilinda mezun oldum.
2005 yilinda Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’nda
yiikksek lisans programina basladim ve 2009 yilinda yiiksek lisans egitimimi
tamamladim. 2012 yilinda Hacettepe Universitesi Ezacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim Dalinda doktora egitimime basladim ve halen ayni boliimde egitimime

devam etmekteyim. Evliyim ve iki ¢ocuk babasiyim.



